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1.  Einleitung  
 
1.1  Stammzellen 
 
Stammzellen sind undifferenzierte Zellen. Sie teilen sich asymmetrisch. Dadurch entsteht 
einerseits eine exakt identische Tochter-Stammzelle, was die ständige Selbsterneuerung 
ermöglicht. Andererseits wird durch die asymmetrische Teilung ein Nachkomme 
hervorgebracht, welcher nicht mehr die identischen Eigenschaften der Mutterzelle beibehält 
und weiter zu einem spezifischen Zelltyp des Organismus ausdifferenzieren kann. Im 
Hinblick auf ihre Möglichkeiten, sich in verschiedene Zelltypen differenzieren zu können, 
werden die Stammzellen in drei Gruppen unterteilt: totipotente, pluripotente und 
multipotente Stammzellen.  
Bei Totipotenz handelt sich um die Fähigkeit zur Bildung des kompletten Individuums. Zu 
den totipotenten Stammzellen zählen die befruchtete Eizelle (Zygote) von Säugetieren und 
ihre Teilungsstadien bis zum 8-Zellstadium (Slobodianski et al. 2006).  
Zu den pluripotenten Zellen zählen die embryonalen Stammzellen (ES-Zellen). Sie bilden 
die innere Zellmasse der Blastozyste, welche sich aus der Zygote entwickelt. Die ES-Zellen 
findet man beim Menschen etwa vom 4. bis zum 7. Tag nach der Befruchtung. Sie können 
sich zu den drei Keimblättern Endoderm, Ektoderm und Mesoderm entwickeln und danach 
alle Zelltypen des Körpers bilden (Abb. 1). Erstmals wurden 1998 die humanen ES-Zellen 
erfolgreich kultiviert (Thomson et al. 1998). Das theoretisch unendliche 
Regenerierungspotenzial eröffnet zwar viele Möglichkeiten in der Medizin, die Gewinnung 
und der Einsatz humaner ES-Zellen in der Forschung und in der klinischen Anwendung sind 
jedoch ethisch nicht unbedenklich und werden kontrovers diskutiert (Ringe et al. 2006; 
Niemeyer et al. 2004). 
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Abb. 1: Differenzierung der ES-Zellen in Zellen der drei Keimblätter. Aus der Zygote entwickelt 
sich die Blastozyste. Die drei Keimblätter (Ektoderm, Mesoderm, Endoderm) werden anschließend 
aus ES-Zellen in der Blastozyste gebildet. Alle Körperzellen leiten sich aus den drei Keimblättern ab. 




Zu den multipotenten Zellen zählen die adulten Stammzellen. Sie können unter geeigneten 
Bedingungen entlang bestimmter Zell- und Gewebelinien differenzieren, besitzen jedoch 
nicht mehr die Fähigkeit, sich zu jeder Art Zelle zu entwickeln (Mariani et al. 2003). Zu den 
adulten Stammzellen gehören die hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) und die 
mesenchymalen Stammzellen (MSCs). Inzwischen konnten die adulten Stammzellen 
außerhalb des Knochenmarks noch in ca. 20 Organen des menschlichen Körpers 
nachgewiesen werden, beispielsweise in der Haut (Slack et al. 2000), in der Retina (Coles et 
al. 2004), im Gehirn (Johansson et al. 1999), im Fettgewebe (Zuk et al. 2001), im Darm (Bach 
et al. 2000) und in der Leber (Herrera et al. 2006).  
Die erste definierte adulte Stammzelle ist die HSC (Lewis et al. 1964). HSCs sind CD34-
positive und CD3-, CD14-, CD16-, CD19-, CD20-, CD56- negative Zellen. CD steht für 
Cluster of Differentiation. Die CD-Moleküle sind membrangebundene Proteine und 
bezeichnen die Gruppen immunphänotypischer Oberflächenmarker der Zellen, die sich nach 
biochemischen oder funktionellen Kriterien ordnen lassen. HSCs bilden  sämtliche Blutzellen 
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und können aus Knochenmark und Nabelschnurblut isoliert werden. Die therapeutische 
Anwendung von HSCs war bereits bei hämatologischen Erkrankungen erfolgreich (Zubler et 
al. 2006).  
 
 
1.2  Eigenschaften von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden humane mesenchymale Stammzellen (human 
mesenchymal stem cells, hMSCs) untersucht. Diese hMSCs sind multipotente, 
undifferenzierte Zellen. Sie zeichnen sich sowohl durch ihre Kapazität zur Selbsterneuerung 
als auch durch ihr Differenzierungspotenzial in verschiedenen Geweben aus (Pittenger et al. 
1999). Unter definierten Bedingungen können sich hMSCs in vitro in Osteoblasten, 
Adipozyten, Chondrozyten, Muskelzellen und in Blutzellbildung unterstützende Stromazellen 
differenzieren (Gluckman et al. 2004; Phinney et al. 1999; Conget et al. 1999; Colter et al. 
2001; Park et al. 1999) (Abb. 2). 
 
 







Chondrozyt Myozyt Stromazelle Adipozyt
 
 
Abb. 2: Differenzierungspotenzial der humanen mesenchymalen Stammzellen. Humane 
mesenchymale Stammzellen sind in der Lage, sich in Osteoblasten, Chondrozyten, Adipozyten, 




                                                                                                                                      Einleitung 4 
Aus dem Mesoderm leiten sich hMSCs ab. Es sind spindelförmige Zellen mit Fibroblasten-
artigen Ausläufern. Die Selbsterneuerung der hMSCs beschreibt die Fähigkeit, dass diese 
Zellen durch mitotische Teilung über längere Zeiträume (z.B. die gesamte Lebensdauer eines 
Organismus) auch eine identische Kopie von sich selbst generieren können.  
Sowohl in in vivo als auch in in vitro Studien zeigen hMSCs Heterogenität, was auf ihre 
Selbstreplikation und ihr Differenzierungspotenzial zurückzuführen ist (Baksh et al. 2004). 
Die undifferenzierten hMSCs teilen sich asymmetrisch und dabei entstehen entweder wieder 
identische Stammzellen oder nichtidentische Progenitorzellen der differenzierten Zielzellen in 
verschiedene Richtungen (Baksh et al. 2004). Abbildung 3 zeigt, dass der hMSC-Pool im 
Knochenmark nicht nur die vermeintlichen "Mesenchymalen Stammzellen", sondern auch die 
Subpopulation in verschiedenen Stadien der Differenzierung umfasst. 
 
 


























Abb. 3: Schematische Darstellung der Entwicklung von hMSCs im Knochenmark. Die 
verschiedenen Differenzierungszustände existieren im Knochenmark stets gleichzeitig nebeneinander. 
A: Asymmetrische Zellteilung; S: Symmetrische Zellteilung; MSC: mesenchymale Stammzelle. 




Ein anderer wichtiger Charakter der hMSCs ist die Immunmodulation. HMSCs wirken in 
vitro immunsuppressiv. Sie verhindern die Proliferation von T-Zellen nach Stimulation mit 
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Alloantigenen und Mitogenen durch human leucocyte antigen (HLA)-unabhängige 
Mechanismen (Bartholomew et al. 2002; Krampera et al. 2003; Le Blanc et al. 2003; Tse et 
al. 2003). Es wurde ebenfalls gezeigt, dass die hMSCs ein Aktivierungsprogramm in 
zytotoxischen T-Zellen blockieren konnten (Le Blanc et al. 2007). HMSCs entkommen auch 
der Lyse von natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) (Rasmusson et al. 2003).  
Weiterhin besitzen hMSCs Plastizität. Es ist bekannt, dass hMSCs die Fähigkeit besitzen, in 
Zellen mit neuroektodermalem und endodermalem Ursprung zu differenzieren, was auch als 
Transdifferenzierung bezeichnet wird (Song et al. 2004). Der Ausdruck Transdifferenzierung 
bezeichnet die phänotypische Umwandlung eines Zelltyps in den Zelltyp eines anderen 
Gewebes. Während des Prozesses der Transdifferenzierung wurde eine umfangreiche 
Zellvermehrung beobachtet. Die Zellen verloren ihren linien-spezifischen Phänotyp sowohl in 
Morphologie als auch in Funktion, bevor sie wieder zu einem ähnlichen Zustand der 
primitiven Stammzellen zurückkehrten (Baksh et al. 2004). 
Die erste erfolgreiche Isolation und Expansion von hMSCs aus dem Knochenmark geht auf 
Friedenstein in den 1970er Jahren zurück (Friedenstein et al. 1970). Die Isolation basierte auf 
der Adhäsion der knochenmarkabgeleiteten, Fibroblasten-ähnlichen Zellen an die 
Plastikoberfläche der Zellkulturflasche. Dadurch wurden die hMSCs von den 
hämatopoetischen Zellen des Knochenmarks, die nicht adhärent wachsen, getrennt. Neben 
dem Knochenmark befinden sich hMSCs ebenfalls im Fettgewebe, im Pankreas, in der 
Plazenta, in Nabelschnurblut, im Fruchtwasser und im Periost (Zuk et al. 2002; Hu et al. 
2003; Igura et al. 2004; Bieback et al. 2004; Tsai et al. 2004; Ringe et al. 2006).  
Die Frequenz von hMSCs im Knochenmark und im Nabelschnurblut ist etwa eine von 104 
mononukleären Zellen und im Fettgewebe 5 von 104 mononukleären Zellen (Kern et al. 
2006). Die Ex-vivo-Expansion der hMSCs ist daher ein wichtiges Ziel der Wissenschaft, da 
beispielsweise bei der Behandlung der Spender-Gegen-Wirt-Krankheit (Graft versus host 
reaction) eine ausreichende Dosis von mindestens 2 x 106 hMSCs pro kg Körpergewicht für 
den Einsatz von hMSCs im erwachsenen Patienten zur Verfügung stehen sollte (Ringden et 
al. 2006). Die Vermehrungskapazität einer Population hMSCs wird vom Alter und Zustand 
des Knochenmarkspenders und vom Entnahmezeitpunkt beeinflusst (Caplan et al. 1994; 
Digirolamo et al. 1999). Außerdem fehlt den hMSCs die Telomerase-Aktivität (Zimmermann 
et al. 2003), was beim Einsatz der hMSCs berücksichtigt werden muss. Es wurde beobachtet, 
dass die kultivierten hMSCs nach durchschnittlich 34-50 Verdopplungen der Zellpopulation 
in das Stadium von Seneszenz, was den Alterungsprozess der Zellen bedeutet, eintraten und 
ihr multipotentes Differenzierungspotenzial verloren (Bruder et al. 1997). Bei der Expansion 
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der hMSCs spielt die Aussaatdichte eine Rolle. Eine 2000-fache Expansion der gesamten 
Zellen konnte erreicht werden, wenn die hMSCs mit einer Dichte von 1,5-3 Zellen pro cm2 
Kulturoberfläche ausgesät wurden. Im Vergleich dazu konnte mit einer höheren Dichte von 
12 Zellen / cm2 nur eine 60-fache Expansion erreicht werden (Coulter et al. 2000). 
Im Allgemeinen sind hMSCs multipotente, Fibroblasten-ähnliche Zellen mit der Fähigkeit zur 
Selbsterneuerung und Immunmodulation. In den meisten Studien wurden bisher hMSCs aus 
Knochenmark, Periost oder Nabelschnurblut isoliert und anschließend charakterisiert. 
 
 
1.3  Identifizierung der hMSCs 
 
Das Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for cellular 
Therapy (ISCT) veröffentlichte die minimalen Kriterien für die Definition von hMSCs 
(Dominici et al. 2006), die sowohl für wissenschaftliche Untersuchungen als auch für prä-
klinische Studien geeignet sind. Demnach müssen die hMSCs erstens in vitro adhärent an 
Kunststoff kultiviert wachsen, zweitens spezifische Oberflächenproteine exprimieren und 
drittens multipotentes Differenzierungspotenzial bestitzen (Tab. 1).  
 
 
1. Die Zellen wachsen adhärent an Kunststoff  unter Standard-Bedingungen  
2. Phänotyp: Positiv (≥ 95%)                         Negativ (≤2%) 
                      CD105                                      CD 45 
                      CD 73                                       CD 34 
                      CD 90                                       CD 14   oder CD 11b 
                                                                        CD 79α oder CD 19 
                                                                        HLA-DR 
3. In vitro Differenzierung: Osteoblasten, Adipozyten, Chondrozyten 
 
Tab. 1: Die minimalen Kriterien zur Identifizierung von humanen mesemchymalen 
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1.3.1  Charakterisierung der hMSCs über Oberflächenmarker 
 
Da bisher kein einziger für hMSCs spezifischer Marker ermittelt werden konnte, werden 
hMSCs in der Regel hinsichtlich der Co-Expression für eine Reihe von Oberflächenmarkern 
charakterisiert. Anhand der durchflusszytometrischen Analyse müssen mehr als 95% der 
Zellpopulation positiv für die Oberflächenproteine CD105, CD73 und CD90 sein und weniger 
als 2% der hMSCs dürfen positiv für CD45, CD34, CD14, CD19 und HLA-DR sein (Dominic 
et al. 2006).  
Zur Identifizierung der hMSCs werden hier drei oben genannte Oberflächenmarker (CD105, 
CD90, CD73) verwendet, welche positiv bei hMSCs exprimiert werden müssen. CD105 ist 
ein Bestandteil des Rezeptor-Komplexes von transforming growth factor (TGF)-β (Cheifetz 
et al. 1992; Lastres et al. 1996; Barbara et al. 1999). Er ist beteiligt an der Organisation des 
Zytoskeletts, der Zellmorphologie und der Zellmigration und reguliert zudem den Prozess der 
Vaskularisierung (Burrows et al. 1995; Miller et al. 1999; Duff et al. 2003). CD90 ist ein 
Marker für eine Vielzahl von Stammzellen und kann für axonale Prozesse von reifen 
Nervenzellen verwendet werden (Masson et al. 2006; Nakamura et al. 2006; Gargett et al. 
2006; Mestas et al. 2004). CD73 ist eine 5'-Nucleotidase auf der Zelloberfläche und 
katalysiert den Abbau von AMP zu Adenosin. 
Die Abwesenheit von hämatopoetischen Antigenen auf den hMSCs wird als ein zusätzliches 
Kriterium verwendet, um sicher zu stellen, dass die isolierte hMSCs-Population keine 
hämatopoetischen Zellen enthält. CD14, CD19, CD34 und CD45 sind typische Marker 
hämatopoetischer Zellen und werden nicht von hMSCs exprimiert. Hinsichtlich der 
immunsupressiven Eigenschaften von hMSCs wird hier die fehlende Expression eines 
Subtyps von MHC-II (HLA-DR) in den Kriterien mitgeführt. Sofern hMSCs nicht mit 
Interferon-γ stimuliert werden, ist HLA-DR auf der Zelloberfläche nicht nachweisbar 
(Dominici et al. 2006).  
  
 
1.3.2  Charakterisierung der hMSCs über das multipotente Differenzierungsverhalten 
 
Für eine eindeutige Identifizierung von hMSCs ist eine zusätzliche Charakterisierung über das 
multipotente Differenzierungspotenzial erforderlich. HMSCs sind in der Lage, unter 
geeigneten Differenzierungsbedingungen in die osteogene, adipogene und chondrogene 
Richtung zu differenzieren (Pittenger et al. 1999).  
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1.3.2.1  Knochen und die osteogene Differenzierung von hMSCs 
 
Knochengewebe hat einen 30%igen organischen und einen 70%igen anorganischen Anteil. 
Die anorganische Substanz besteht aus der kristallinen Form des Kalziumphosphats, dem so 
genannten Hydroxylapatit. Der organische Teil besteht hauptsächlich aus Kollagen sowie 
einigen nichtkollagenösen Proteinen wie z. B. Osteocalcin, Osteonektin und Bone 
Sialoprotein. Das Kollagen im Knochen besteht im Wesentlichen aus Kollagen Typ I. Die 
anderen Kollagentypen wie Kollagen III, V, VI und X können jedoch auch im Knochen 
nachgewiesen werden. (Chichester et al. 1993; Collin et al. 1992; Beresford et al. 1993; Aubin 
et al. 1998).  
Zwei spezialisierte Zelltypen regulieren den Knochenauf- und umbau. Osteoblasten sind 
knochenaufbauende Zellen und stammen aus mesenchymalen Stammzellen ab. Sie bilden die 
organische Knochenmatrix (Osteoid), deren spätere Mineralisierung durch Einlagerung von 
Hydroxylapatit zu den mechanischen Eigenschaften des Knochens führt. Im Gegensatz dazu 
sind Osteoklasten knochenabbauende Zellen. Sie stammen aus hämatopoetischen 
Vorläuferzellen ab und dienen der Resorption der Knochenmatrix. Der ständige 
Erneuerungsprozess des Knochens (Bone Remodelling) ist das Ergebnis von einem 
balancierten Zusammenspiel der Osteoblasten und Osteoklasten (Loveridge et al. 1999).  
Die Bildung der Osteoblasten aus mesenchymalen Stammzellen unterliegt mehreren 
Reifungsprozessen. In der ersten Phase befinden sich die Zellen in einer Proliferationsphase, 
in welcher die hauptsächlich aus Kollagen Typ I bestehende Extrazellulärmatrix gebildet 
wird. In der zweiten Phase kommt es zu einer hohen Expression der alkalischen Phosphatase 
(ALP) und Matrixproteinen, wie Bone Sialoprotein (BSP) und Osteonektin, die in die 
Mineralisierung der Matrix involviert sind. Die dritte Phase zeichnet sich durch das von reifen 
Osteoblasten exprimierte Protein Osteocalcin aus. Reife Osteoblasten differenzieren zu 
Osteozyten bzw. gehen in Apoptose (Ringe et al. 2006). Ein wichtiger Schlüsselfaktor der 
osteogenen Differenzierung ist der Transkriptionsfaktor Runx2 (Runt-related transcription 
factor 2). Osteocalcin, Osteonektin, BSP und Kollagen I werden durch Runx-2 hoch 
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Kollagen Typ I ++ ++++ +++ 
Alkalische Phosphatase - ++++ ++ 
Osteonektin - +++ ++ 
Bone Sialoprotein - ++++ ++ 
Osteocalcin - ++ ++++ 
 
Tab. 2: Schematische Darstellung der Proteinexpression während der osteogenen 
Differenzierung. (-): keine Expression; (+): geringe Expression; (++): mittlere Expression; (+++): 





Die osteogene Differenzierung aus hMSCs kann durch Zugabe von Dexamethason oder 
Wachstumsfaktoren wie das Bone Morphogenic Protein (BMP) in vitro induziert werden. In 
der vorliegenden Arbeit dienten Dexamethason, β-Glycerophosphat und L-Ascorbinsäure-2-
phosphat als stimulierende Faktoren. Dexamethason inhibiert in diesem Fall die Proliferation 
der hMSCs und fördert deren osteogene Differenzierung (Beresford et al. 1992). 
β-Glycerophosphat bietet eine zusätzliche Phosphatquelle an. L-Ascorbinsäure-2-phosphat 
fördert die Kollagensynthese und darüber hinaus die erhöhte Syntheseaktivität 
nichtkollagenöser Proteine der Knochenmatrix (Ringe et al. 2006). 
 
 
1.3.2.2  Knorpel und die chondrogene Differenzierung von hMSCs 
 
Der Knorpel zeichnet sich durch einige Besonderheiten aus: Er ist gefäßlos, nervenfrei und 
nur aus einem Zelltyp (Chondrozyten) aufgebaut. Die Ernährung erfolgt ausschließlich durch 
Diffusion aus den benachbarten Geweben (Guo et al. 2004). Es gibt drei verschiedene 
Knorpelarten im humanen adulten Organismus: den Faserknorpel, den elastischen Knorpel 
und den hyalinen Knorpel. Knorpel findet sich hauptsächlich in den Gelenken, in den Rippen, 
in Ohren und Nase, sowie im Tracheo-Bronchialsystem.  
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Knorpel besteht zu 70-80% aus Wasser, der restliche Teil setzt sich aus der extrazellulärer 
Matrix (ECM) und den Chondrozyten zusammen. Die ECM besteht im Wesentlichen aus 
Glykosinaminoglykanen und dem Kollagenfaser-Netzwerk, das hauptsächlich aus Kollagen 
Typ II besteht. Die anderen Kollagentypen im hyalinen Knorpel sind Kollagen IX und XI. 
Kollagen X findet man nur in der Nähe der Grenzfläche zum Knochen. Die Chondrozyten 
sind in der ECM in speziellen Kapseln eingebettet. 
Die Entstehung des Knorpelgewebes, die Chondrogenese, ist ein sehr komplexer Prozess. 
Abbildung 4 zeigt eine vereinfachte Darstellung der Chondrogenese mit den wichtigsten 
Markerproteinen. Am Anfang stimuliert das Protein BMP in der mesenchymalen Zelle die 
Expression des Transkriptionsfaktors Sox9 (SRY (sex determining region Y)-box 9), was auf 
regulatorischer Ebene für den Ablauf der gesamten Chondrogenese von zentraler Bedeutung 
ist (Healy et al. 1999). Sox9 reguliert weiter die Expression der Gene für Aggrekan und 
Kollagen Typ II, XI (Bridgewater et al. 1998; Liu et al. 2000; Sekiya et al. 2000). Eine 
Avaskularisierung des Gewebes während der Chondrogenese ist die Voraussetzung zur 
Bildung der Knorpel-spezifischen Matrix (Yin et al. 2001).  
 
 
               





























                   
Abb. 4: Schematische Darstellung einzelner Schritte der Chondrogenese mit den wichtigsten 




Die chondrogene Differenzierung der hMSCs erfolgt in vitro oftmals in Form von 
hochdichten Zellaggregaten, den so genannten Pellets. Die Pellet-Kultur ermöglicht einen 
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niedrigen Sauerstoffgehalt, welcher für die permanente Erhaltung des Differenzierungsstatus 
der Chondrozyten eine Rolle spielt. Durch Zugabe von Dexamethason und transforming 
growth factor-β1 (TGF-β1) sowie insulin-like growth factor I (IGF-I) kann die 
Chondrogenese induziert werden (Ringe et al. 2006). IGF-I steigert die Matrixbiosynthese 
und erhöht die mitogene Aktivität von Chondrozyten. Gleichzeitig hemmt er den Matrixabbau 
(De Ceuninck et al. 2004). TGF-β1 steigert die Produktion der anionischen Proteoglykane und 
ist in der Synovialflüssigkeit von immobilisierten Knien hochreguliert (Nixon et al. 1998; 
Okazaki et al. 2001). Dexamethason stimuliert bestimmte Transkriptionsfaktoren und 
beeinflusst darüber hinaus auch die Migrations- und Adhäsionseigenschaften der Zellen, was 
sich sowohl an der Zellmorphologie als auch im Wachstumsmuster erkennen lässt 
(Slobodianski et al. 2006). 
 
 
1.3.2.3  Die adipogene Differenzierung von hMSCs 
 
Die reifen Adipozyten zeichnen sich durch ihre zytoplasmatischen Lipidvakuolen um den 
Zellkern aus. Mittels induzierender Faktoren wie Insulin, Dexamethason, Indomethacin und 
1-Methyl-3-Isobutylxanthin können sich hMSCs in die adipogene Richtung lenken lassen 
(Pittenger et al. 1999). Insulin beteiligt sich an mehreren Prozessen der adipogenen Induktion. 
Es fördert die Aufnahme von Glukose und stimuliert die Glykolyse und die Fettsynthese 
(Ringe et al. 2006). Dexamethason ist an der Einleitung der Adipogenese beteiligt und hemmt 
zusammen mit Indomethacin die Synthese von Arachidonsäure, einer Fettsäure, die bei 
Entzündungsprozessen und der Entstehung von Schmerzsignalen wichtig ist (Lehninger et al. 
1994; Laneuville et al. 1994). 1-Methyl-3-Isobutylxanthin ist ein Enzym für bestimmte 
Stoffwechselprozesse und ist an einer verringerten Proliferation und einer verstärkten 
Differenzierung der Zellen beteiligt (Ringe et al. 2006). 
 
 
1.4 Therapeutische Anwendungen von hMSCs 
 
Das biologische und klinische Interesse an humanen mesenchymalen Stammzellen ist in den 
letzten zwei Jahrzehnten dramatisch gestiegen. Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen 
ist die Gewinnung und Erforschung adulter Stammzellen nach gängiger Meinung ethisch 
unbedenklich, da sie aus dem erwachsenen Menschen gewonnen werden können. Die 
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Anwendungen der hMSCs umfassen unter anderem die Geweberegeneration und die 
Immunmodulation zur Verhinderung einer Spender-Gegen-Wirt-Reaktion sowie die 
Gentherapie (Wulf et al. 2006; Devine et al. 2000; Frassoni et al. 2002; Bruder et al. 1998; 
Award et al. 1999; Strauer et al. 2002; Chuah et al. 2000; Koc et al. 2000). 
Aufgrund ihrer leichten Verfügbarkeit und ihrer Selbsterneuerung sowie ihres multipotenten 
Differenzierungspotenzials haben hMSCs im Bereich der regenerativen Medizin immer mehr 
an Bedeutung gewonnen, insbesonders bei der Knochenregeneration. Die Anwendung der 
MSCs zum Wiederaufbau von Knorpel und Knochen ist schon in Tiermodellen gut erforscht. 
Die Ausheilung von Knochen- und  Knorpeldefekten in Tiermodellen konnte durch die lokale 
Implantation von MSCs wesentlich beschleunigt werden (De Kok et al. 2003; Mankani et al. 
2001; Tsuchida et al. 2003). Bislang wurden jedoch sehr selten klinische Studien publiziert, 
die den Einsatz von hMSC zur Rekonstruktion von Knochendefekten im Menschen 
beschrieben (Warnke et al. 2009; Cancedda et al. 2003; Schimming et al. 2004). 
Da hMSCs eine immunmodulatorische Wirkung gegen Alloantigen haben, werden sie zur 
Behandlung der akuten Spender-Gegen-Wirt-Krankheit (Graft versus host reaction) 
verwendet (Blanc et al. 2007). Die Co-Transplantation von hMSCs und hämatopoetischen 
Stammzellen verringerte die Rate und den Schweregrad einer Spender-Gegen-Wirt-Krankheit 
nach allogener Stammzelltransplantation (Ball et al. 2007). 
Ein drittes klinisches Einsatzgebiet der hMSCs
 
ist die Gentherapie. Hinsichtlich ihrer 
immunsupressiven Eigenschaft sind hMSCs ein idealer Träger für interessante Gene in das 
Gewebe (Arinzeh et al. 2003; Grinnemo et al. 2004; Deng et al. 2003; Liechty et al. 2000; 
Baksh et al. 2004). Chamberlain et al. berichteten, dass hMSCs, welche das dominant-
negative Mutantengen von Kollagen Typ I enthalten, bei der Behandlung der Erbkrankheit 
osteogenesis imperfecta erfolgreich eingesetzt werden konnten (Chamberlain et al. 2004).  
In den letzen Jahren wurden hMSCs intensiv erforscht. Mit dem Zugewinn an Erkenntnissen 
wird die klinische Verwendung der hMSCs
 
in Zukunft noch vielfältiger.  
 
 
1.5  Tissue Engineering 
 
Der Motor für die Entwicklung des Tissue Engineerings ist der steigende Bedarf an 
Geweberegeneration. Bei Tissue Engineering handelt es sich um die Anzüchtung eines 
lebenden Gewebes, das die Funktion eines zerstörten Gewebes übernehmen soll. Die 
Kultivierung kann sowohl im Körper (in vivo Tissue Engineering) als auch unter 
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Laborbedingungen (in vitro Tissue Engineering) erfolgen. Fernziel von Tissue Engineering ist 
die Züchtung von komplexen Geweben oder ganzen Organen.  
Das Tissue Engineering ist ein Forschungsbereich, mit dem sich Ingenieurs-, Werkstoff-, 
Lebenswissenschaften und die Medizin befassen. Tissue Engineering umfasst folgende 
Bereiche: Zellen, Biomaterialien und Biomoleküle. Die Zellen werden nach der Isolation in 
zweidimensionaler Kultur vermehrt und anschließend auf dreidimensionale Biomaterialien 
ausgesät. Die Zellen adhärieren auf dem Biomaterial und beginnen idealerweise ein Gewebe 
aufzubauen. Dafür werden Wachstumsfaktoren und Angiogenese-fördernde Faktoren sowie 
die Differenzierung induzierende Faktoren angewendet.                       
Aufgrund ihrer relativ leichten Verfügbarkeit und ihrer Eigenschaften wie der  
Selbsterneuerung und des Multidifferenzierungspotenzials eignen sich hMSCs als zelluläre 
Ressource für das Tissue Engineering, insbesondere im Rahmen der Knochenregeneration. 
Trotz des hohen Selbstheilungspotentials von Knochen werden große Defekte, die so 
genannten critical size defects (Defekte > 5 cm3), ein Leben lang nicht spontan heilen. Die 
autologe Knochenverpflanzung ist zurzeit die Standardtherapie solcher knöcherner Defekte 
(Warnke et al. 2004; Vilquin et al., 2006). Ihr Nachteil ist jedoch die Schaffung eines weiteren 
Knochendefekts zur Gewinnung des autologen Transplantats und das Risiko von Infektionen. 
Die Anwendung von mesenchymalen Stammzellen bietet Hoffnung (Warnke et al. 2006). 
Studien in Tiermodellen haben bereits mehrfach nachgewiesen, dass die Transplantation von 
mesenchymalen Stammzellen die Rekonstruktion von solchen Knochendefekten wesentlich 
beschleunigt (De Kok et al. 2003; Mankani et al. 2001; Tsuchida et al. 2003). Über den 
Einsatz von hMSCs bei der Knochenregeneration wurde  allerdings bislang wenig geforscht. 
In der vorliegenden Arbeit sollten hMSCs im Hinblick auf die klinische Anwendbarkeit 
untersucht werden. 
Eine andere Herausforderung des Tissue Engineerings besteht darin, ein geeignetes 
dreidimensionales Biomaterial zu finden, was die Funktion der extrazellulären Matrix 
übernehmen kann. Die Biomaterialien sollten während des Prozesses der Anzüchtung des 
Gewebes die Zelladhäsion, die Zellproliferation und die Differenzierung anregen können. 
Diese Zellträger (auch Scaffolds genannt) müssen eine möglichst hohe Porösität besitzen, 
damit die darauf adhärent wachsenden Zellen Platz für den Aufbau des Gewebes bekommen. 
Andererseits müssen Scaffolds die mechanische Stabilität besitzen, um die erwartete Form 
des angezüchteten Gewebes aufrecht zu erhalten. Außerdem sollten Scaffolds leicht an die 
erforderliche Form anpassbar sein (Mao et al. 2005). Die Oberflächen der Scaffolds können 
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durch verschiedene Faktoren modifiziert werden. Dadurch kann die Adhäsion der Zellen 
verbessert und die Proliferation und die Differenzierung der Zellen unterstützt werden.  
Speziell für Zwecke der Knochenrekonstruktion stehen neben Polylaktid und Polyglykolsäure 
auch Hydroxylapatit (HA)- und β-Trikalziumphosphat (TCP)-Konstrukte zur Verfügung (Lee 
et al. 2001; Hench et al. 2002; Hench et al., 2004; Rahaman et al. 2005; Gerber et al. 2001). In 
der vorliegenden Arbeit wurde ein Scaffold aus einer Mischung von HA und TCP verwendet. 
Ein anderes in der Arbeit verwendetes Biomaterial besteht aus Kollagen I und III. Kollagen ist 
ebenfalls ein häufig angewendetes Biomaterial im Bereich des Tissue Engineerings. Bisher 
wurden 14 verschiedene Kollagentypen identifiziert (Van der Rest et al. 1990). Kollagen I 
wurde jedoch aufgrund der Verfügbarkeit in großen Mengen und seiner spezifischen 
physikalischen, chemischen und biologischen Eigenschaften zur Herstellung der 
Biomaterialien bevorzugt (Panchence et al. 1996).  
 
 
1.6  Ziel dieser Arbeit 
 
Die Regeneration eines großen Knochendefekts zur skeletalen Rekonstruktion ist heute noch 
eine Herausforderung (Warnke et al. 2004). Die Standardtherapie dafür ist die autologe 
Knochentransplantation. Ihr Nachteil ist allerdings die Schaffung eines weiteren 
Knochendefekts zur Gewinnung des autologen Transplantats und das Risiko von Infektionen. 
Das Tissue Engineering ist eine große Hoffnung im Rahmen der regenerativen Medizin 
(Warnke et al. 2004, 2006). Wegen ihrer Selbstreplikation und ihrer multipotenten und 
immunsuppressiven Eigenschaften eignen sich hMSCs als zelluläre Ressource für Tissue 
Engineering-Zwecke und könnte die heutige Standardtherapie revolutionieren. 
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die Gewinnung von hMSCs aus Knochenmarkaspiraten 
und die anschließende Charakterisierung. Entsprechende Protokolle waren bisher am 
Universitätsklinikum Schleswig Holstein (UK-SH) nicht etabliert. Die Etablierung der neuen 
Protokolle wurde durch die Arbeitsgruppe vom Professor Strunk aus Graz (Österreich) 
unterstützt. In den meisten Studien wurden hMSCs mittels Ficoll-Dichtegradienten aus dem 
Knochenmark isoliert. Eine andere verwendete Isolationsmethode ist die magnetische 
Zellsortierung (Magnetic-Activated Cell Sorting, MACS). Für die klinische Anwendung sind 
die beiden Methoden jedoch zeitaufwendig und stark vom Anwender abhängig. In der 
vorliegenden Arbeit sollte eine einfachere und schnellere Isolationsmethode etabliert werden. 
Weiterhin sollten die gewonnenen Zellen hinsichtlich ihrer Oberflächenmarker und ihres 
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multipotenten Differenzierungspotenzials auf Übereinstimmung mit den Kriterien für hMSCs 
überprüft werden. 
Ein anderes Ziel der Arbeit war die Beurteilung des Wachstumsverhaltens von hMSCs auf 
verschiedenen dreidimensionalen Biomaterialien. Gleichzeitig sollte damit die 
Biokompatibilität der Biomaterialien für hMSCs geprüft werden. Als Biokompatibilität 
bezeichnet man die Verträglichkeit der Scaffolds (der dreidimensionalen Zellträger) für 
Lebewesen. Bevor die Scaffolds in vivo angewendet werden können, muss ihre 
Biokompatibilität in der Zellkultur geprüft werden. Im zweiten Teil der Arbeit sollte die 
Biokompatibilität von zwei dreidimensionalen Biomaterialien, CeraBall®-Scaffold und 
BioGide®-Membran, mit Hilfe von standardmäßigen Biokompatibilitätstests in vitro unter 
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2.  Methoden 
 
2.1  Isolierung der hMSCs aus Knochenmark 
 
Die Isolierung von humanen mesenchymalen Zellen aus Knochenmark (KM) erfolgte nach 
Bartmann et al. 2007. Die Etablierung der neuen Protokolle wurde durch die Arbeitsgruppe 
von Professor Strunk aus Graz (Österreich) unterstützt. Das durch Aspiration aus dem 
Beckenknochen gewonnene Knochenmark (Spendern: n = 5; Alter: 9 - 67) wurde zunächst 
mit konservierungsmittelfreiem Heparin gemischt (200 Units / ml). Die mononukleären 
Zellen (MNCs) im KM wurden anschließend automatisch gezählt.  Bei einer Zelldichte von 
4,4 x 104 MNCs pro cm2 wurde die entsprechende Menge an KM in einer 225cm2-
Zellkulturflasche mit 60 ml hMSCs- Nährmedium bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Nach drei 
Tagen wurden die nicht adhärenten Zellen durch einen kompletten Mediumwechsel entfernt. 
Danach erfolgte ein Mediumwechsel zweimal pro Woche, wobei 30% des alten Mediums 
durch frisches ersetzt wurde. Bei einer Konfluenz von 70% (ca. am 14. – 16. Kulturtag) 
wurden die Zellen mittels Trypsin mobilisiert und geerntet. Im Anschluss wurden die Zellen 
weiter kultiviert und charakterisiert. 
 
 
2.2  Kultivierung von Zellen 
 
Medium für hMSCs:                              α-MEM M4526 (Minimum Essential Medium Eagle) 
                                                               10% FCS 
                                                               1% Penicillin / Streptomycin 
                                                                2 mM  L-Glutamin 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen mit speziellen Zellkulturmedien bei 
einer Temperatur von 37°C, 5% CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von 100% im Brutschrank 
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2.3  Mikroskopische Zellzahlbestimmung 
 
Die Zahl der lebenden Zellen wurde mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dazu 
wurde ein Volumen Zellsuspension mit einem Volumen Trypanblau-Lösung vermischt. 
Trypanblau wirkt als Indikator für die Vitalität der Zellen. Nur tote Zellen wurden durch 
Trypanblau tiefblau gefärbt, lebende Zellen erschienen unter dem Lichtmikroskop leuchtend 
hell.  
Ein Volumen des Mixes wurde in die Zählkammer gegeben und anschließend die Anzahl 
lebender Zellen in 4 Großquadraten gezählt. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte gemäß 
folgender Gleichung: 
 
Zellzahl / ml = Mittelwert aus 4 Großquadraten x 2 (Verdünnungsfaktor) x 104  
 
 
2.4  Kryokonservierung von Zellen 
 
Reagenzien: 
    Einfrier-Medium                          α-MEM 
                                                         10% DMSO (Dimethylsulfoxid) 
Zur langfristigen Aufbewahrung der Zellen wurden ca. 1 x 106 Zellen abzentrifugiert und in 
1 ml Einfrier-Medium resuspendiert, in Kryoröhrchen überführt und anschließend bei -70°C 
eingefroren. Das DMSO soll dabei eine Kristallbildung in den Zellen und somit eine 
Schädigung der Zellmembran verhindern. Nach einigen Tagen wurden die Zellen zur 
endgültigen Lagerung bei -180°C in einen Stickstofftank überführt. 
 
 
2.5  Auftauen kryokonservierter Zellen 
 
Die Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut, mit 10 ml Zellkulturmedium verdünnt 
und für 5 Minuten bei 1500 rpm abzentrifugiert. Nach Abpipettieren des Überstandes wurden 
die Zellen in entsprechendem Zellkulturmedium resuspendiert und in der gewünschten 
Zelldichte in Zellkulturflaschen überführt. 
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2.6  Ernten der Zellen 
 
Reagenzien:     PBS (phosphate buffered saline) 
                         0,05% Trypsin - 0,02% EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) 
                         Nährmedium 
Die Zellen wurden zunächst mit PBS gewaschen, um Serumreste zu entfernen. Anschließend 
wurden die Zellen bei 37°C mit Trypsin überschichtet, was eine Ablösung der Zellen 
innerhalb von 5 Minuten vom Boden der Zellkulturflasche bewirkte. Die Trypsinreaktion 
wurde durch Zugabe der vierfachen Menge an Medium gestoppt. Die Zellen wurden 5 
Minuten bei 4°C und 1500 rpm abzentrifugiert. Je nach weiterer Verwendung wurde das 
Zellpellet in neuem Medium aufgenommen oder eingefroren. 
 
 
2.7  CFU-F Assay  
 
CFU-F steht für colony – forming unit fibroblasts. Das Ziel dieses Assays ist die Bewertung 
der klonalen Expansionskapazität von hMSCs. Es wurden 5 hMSCs pro cm2 in einer 20 cm2- 
Kulturschale ausgesät. Der Mediumwechsel erfolgte zweimal pro Woche. Nach 12 Tagen 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend mit 800 µl Kristall-Violett-Lösung 
(3 g / l) für 10 Minuten gefärbt. Nach dem Waschen mit destilliertem Wasser wurde die 
Schale bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend mit einer Kamera photographiert. 
 
 
2.8  Immunfluoreszenzfärbung von hMSCs 
 
Reagenzien:  First-Antikörper:        Antikörper gegen Vinkulin (hergestellt aus Maus) 
                      Second-Antikörper:   Alexa Mouse 488 (green) 
                      Hoechst-33342 
                      70% Ethanol 
                      1% BSA mit 0,1% Triton X-20 in PBS 
                       0,1% BSA in PBS 
                      1% Tween-20 in PBS 
                      0,05% Tween-20 in PBS 
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Zunächst wurden die hMSCs mit einer Dichte von 2 x 103 Zellen pro cm2 auf Glasträger 
ausgesät und für zwei Tage im Nährmedium kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit 
70% Ethanol (-20°C) für 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Dann wurde die Probe mit 
PBS gewaschen und mit 1% BSA und 0,1% Triton X-20 für 20 Minuten bei Raumtemperatur 
bedeckt. Die BSA-Lösung blockierte die unspezifische Bindung zwischen den Antikörpern 
und der Probe. Triton X-20 ermöglichte den Eintritt des Antikörpers durch die Zellmembran. 
Im Anschluss wurden die Zellen mit 1% Tween für 20 Minuten bei Raumtemperatur 
überschichtet und danach mit dem 1:400 verdünnten Antikörper gegen Vinkulin bei 4°C über 
Nacht inkubiert.  
Am zweiten Tag wurde der Antikörper gegen Vinkulin entfernt. Nach dem Waschen mit 
0,05% Tween in PBS wurde die Probe mit dem 1:400 verdünnten Second-Antikörper, der mit 
Fluoreszenz gekoppelt ist, im Dunkeln für eine Stunde inkubiert. Parallel erfolgte die Färbung 
des Zellkerns mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Hoechst-33342, der selektiv an DNA binden 
kann. Hier wurden die untersuchten Zellen während der Inkubation mit dem Second-
Antikörper gleichzeitig mit Hoechst-33342 in 0,1% BSA überschichtet. Die 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen erfolgten unter jedem der benötigten Filtersätze. 
 
 
2.9  Durchflusszytometrische Analyse 
 
Reagenzien:     Intratect (100 ml enthält 5 g Immunglobulin) 
                         Fluoreszenz-gekoppelte monoklonale Antikörper 
                         Fixierungspuffer:  je 12,5 µl Fixative Solution (10x, Beckman Coulter, USA)   
                                                       in 1 ml  PBS 
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lassen sich sowohl Zellgröße und Granularität der Zellen 
als auch Zelloberflächenmarker und intrazelluläre Moleküle untersuchen und nachweisen. In 
der vorliegenden Arbeit wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse das Co-
Expressionsmuster der Oberflächenproteine von hMSC bestimmt. Dazu wurden 1 x 106 
Zellen in 600 µl Nährmedium pro Ansatz verwendet. Zunächst wurden 10 µl Intratect-
Lösung, welche das Immunglobulin enthielt, in die durchflusszytometrischen Röhrchen 
gegeben, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschließend wurde jeweils 
100 µl Zellsuspension mit den Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern bei 4°C im Dunkeln für 
20 Minuten inkubiert (Tab. 3). Hier dienten die entsprechenden Isotypen der Antikörper als 
Negativkontrollen. Zum Schluss wurde jeweils 1 ml Fixierungspuffer zu jedem Röhrchen 
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gegeben und bis zur Messung im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt. Die durchflusszytometrische 
Messung erfolgte am Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, USA). Anschließend wurde der 
Prozentsatz der markierten Zellen mithilfe der Software CXP (Beckman Coulter, USA) 
analysiert. 
 
Röhrchen FITC PE PC5 PC7 ECD 
      1 IgG IgG IgG IgG IgG 
      2 CD90 CD105 7-AAD CD45 IgG 
      3 CD19 CD105 HLA-DR CD45 IgG 
      4 CD29 CD105 CD14 CD45 IgG 
      5 CD90 CD73 CD34 CD45 IgG 
   
Tab. 3: Ansatzschema der durchflusszytometrischen Analyse. FITC, PE, PC5, PC7 und ECD sind 
Fluoreszenzfarbstoffe. CD: Cluster of Differentiation; ECD: Electrochemical; FITC: Fluorescein-




2.10  Osteogene Differenzierung 
 
Osteogenes Differenzierungsmedium:  α-MEM 
                                                               10% FCS 
                                                               1% Penicillin / Streptomycin 
                                                               2 mM  L-Glutamin 
                                                               100 nM Dexamethason 
                                                               10 mM β-Glycerolphosphat 
                                                               52 mg / l  L-Ascorbinsäure-2-Phosphat 
                                                               230 mg / l CaCl2 
Zur Durchführung der osteogenen Differenzierung wurden die hMSCs nach zweiter Passage 
verwendet. Zunächst wurden die hMSCs mit einer Dichte von 2 x 103 Zellen / cm2 in einer 6-
Well-Platte ausgesät und im Nährmedium bei 37°C, 5% CO2 kultiviert. Nach einem Tag 
erfolgte die Zugabe des osteogenen Differenzierungsmediums. Die Stimulierung erfolgte über 
einen Zeitraum von 14 bis 21 Tagen. Mediumwechsel erfolgte zweimal pro Woche. 
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2.11  Adipogene Differenzierung 
 
Adipogenes Differenzierungsmedium:  α-MEM 
                                                               10% FCS 
                                                               1% Penicillin / Streptomycin 
                                                               4 mM  L-Glutamin 
                                                               1 µM Dexamethason 
                                                               20 U / l Insulin 
                                                               60 µM Indomethacin 
                                                               0,5 mM 1-Methyl-3-Isobutylxanthin 
Zur adipogenen Differenzierung wurden die hMSCs nach zweiter Passage verwendet. 
Zunächst wurden die hMSCs bei einer Dichte von 3 x 104 Zellen / cm2 auf eine 6-Well-Platte 
ausgesät und im Nährmedium bei 37°C, 5% CO2 kultiviert. Die Zugabe des adipogenen 
Differenzierungsmediums erfolgte 24 Stunden nach der Einsaat. Die adipogene Stimulation 
dauerte 14 Tage, wobei der Wechsel des Mediums zweimal pro Woche erfolgte.  
 
 
2.12  Fixierung von Zellen 
 
Reagenzien:    4% Paraformaldehyd in PBS (pH 7,4) 
 
Die Zellen wurden nach dem Absaugen des alten Mediums einmal mit PBS gewaschen und 
anschließend mit 4% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur für 10 Minuten überschichtet. 
Danach wurde die Paraformaldehyd-Lösung abgesaugt und die Zellen wurden dreimal mit 




2.13  Bestimmung der Aktivität von ALP 
 
Arbeitslösung:  1 Tablette SIGMA FAST BCIP / NBT in 10 ml destilliertem Wasser 
 
Hierbei wurde die Tablette SIGMA FAST BCIP / NBT (5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat / 
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid) verwendet, um die ALP-Aktivität der Zelle nachzuweisen. Das 
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Prinzip beruht auf der Abspaltung von AS-MX aus AS-MX-Phosphat in Gegenwart von 
alkalischer Phosphatase und der anschließenden Bindung von AS-MX an Diazoniumsalz, 
welches dann als blaues Pigment sichtbar wird. 
Nach 14-tägiger osteogener Stimulation wurden die Zellen zunächst mit 4% Paraformaldehyd 
fixiert und anschließend mit der Arbeitslösung bedeckt. Nach 20-minütiger Inkubation wurde 
die Arbeitslösung entfernt und die Zellen wurden dreimal mit destilliertem Wasser gespült. 
Zum Schluss wurde die Probe unter dem Lichtmikroskop betrachtet und photographiert. 
Parallel wurden nicht stimulierte Kontrollen durchgeführt, wobei die Zellen nur mit 
Nährmedium behandelt wurden. 
 
 
2.14 Bestimmung der Mineralisierung der Matrix mittels von-Kossa- 
         Methode  
 
Reagenzien:  5% Silbernitratlösung in destilliertem Wasser 
                      0,1% Eosin  
 
Die Mineralisierung der Matrix ist neben dem Protein ALP ein anderes osteogenes Merkmal. 
Mittels der von-Kossa-Färbung lässt sich die Bildung einer mineralisierten Matrix 
nachweisen. Das in Carbonaten und Phosphaten der Matrix gebundene ungelöste Kalzium 
wird durch Silberionen ausgetauscht. Die Silberionen werden zu metallischem Silber 
reduziert. Kalziumhaltige Zonen färben sich damit braun und lassen so deutlich den Grad der 
Mineralisierung erkennen. 
Nach 21-tägiger osteogener Stimulation wurden die Zellen zunächst mit 4% Paraformaldehyd 
fixiert. Anschließend wurden die Zellen mit 5% Silbernitratlösung bei Raumtemperatur 15 
Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit destilliertem Wasser wurden 
die Zellen für eine Stunde hellem Licht ausgesetzt. Zum Schluss wurden die Zellen mit 0,1% 
Eosin gefärbt und unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Nicht induzierte Kontrollen wurden 
analog behandelt, nur dass an Stelle des Induktionsmediums Nährmedium verwendet wurde. 
 
 
2.15  Bestimmung der Mineralisierung der Matrix mittels Alizarin Red S 
 
Färbelösung:  1 g Alizarin Red S in 50 ml destilliertem Wasser (pH 4,1 – 4,3) 
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Alizarin Red S ist neben der Silbernitratlösung eine Alternative zur Bestimmung der 
mineralisierten Matrix und gehört in die Farbstoffklasse der Anthrachinone. Das durch diese 
Methode gefärbte Kalzium erscheint unter dem Lichtmikroskop rot. 
Nach 21-tägiger osteogener Stimulation wurden die Zellen zunächst mit 4% Paraformaldehyd 
fixiert. Anschließend wurden die Zellen mit der frisch angesetzten Färbelösung von Alizarin 
Red S bei Raumtemperatur für 5 Minuten inkubiert. Die Färbelösung wurde danach dekantiert 
und die Zellen wurden dreimal mit destilliertem Wasser gespült. Die Daten wurden unter dem 
Lichtmikroskop dokumentiert. Nicht induzierte Kontrollen wurden analog behandelt, nur dass 
an Stelle des Induktionsmediums Nährmedium verwendet wurde. 
 
 
2.16  Bestimmung der Adipogenität mittels Oil Red O 
 
Reagenzien:  Stammlösung: 0,5 g Oil Red O in 100 ml 99% Isopropanol 
                      Färbelösung:   3 Teile Stammlösung und 2 Teile destilliertes Wasser 
                      60% Isopropanol 
Oil Red O ist ein Farbstoff, der sich im Lipidanteil der Gewebe ablagert. Somit erscheinen 
neutrale Fette rot. Nach 14-tägiger adipogener Stimulation wurden die Zellen zunächst mit 
4% Paraformaldehyd fixiert. Nach einmaligem Waschen mit destilliertem Wasser wurden die 
Zellen mit 60% Isopropanol 5 Minuten überschichtet. Anschließend erfolgte die Inkubation 
mit der frisch angesetzten Färbelösung für 5 Minuten bei Raumtemperatur. Die Färbelösung 
wurde entfernt und der Zellrasen wurde mit destilliertem Wasser gespült. Die rot gefärbten 
Fetttröpfchen ließen sich unter dem  Lichtmikroskop betrachten. Nicht induzierte Kontrollen 




2.17  Bestimmung des Wachstumsverhaltens von hMSCs auf CeraBall®- 
Scaffolds in vitro 
 
Das hier angewendete dreidimensionale CeraBall®-Scaffold ist von der Firma Stryker 
(Duisburg, Deutschland) und besteht aus Hydroxylapatit (5%) und β-Trikalziumphosphat 
(95%). Der Durchmesser des Scaffolds beträgt 6 mm (Abb. 5). Zur Bestimmung der in vitro 
Biokompatibilität von CeraBall®-Scaffold wurden die in der Arbeit isolierten und 
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charakterisierten hMSCs verwendet. Hierzu wurden Zellvitalitätsfärbung, MTT- und WST-
Test und rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durchgeführt. 
 
              




2.17.1  Bestimmung der Zellvitalität durch Zellfärbung mittels FDA und PI 
 
Reagenzien:  FDA-Stammlösung: 1 mg / ml in Aceton 
                      PI-Stammlösung: 1 mg / ml in destilliertem Wasser 
                      FDA-Arbeitslösung: 30 µl Stammlösung in 10 ml PBS 
                      PI-Arbeitslösung: 500 µl Stammlösung in 10 ml PBS 
Die Zellvitalität kann mittels Fluorescein Diacetate (FDA) und Propidium Iodide (PI) 
bestimmt werden. FDA ist farblos und in der Lage, die intakte Zellmembran der lebenden 
Zelle zu durchdringen. In der Zelle wird FDA durch das Enzym Esterase, das in allen Zellen 
vorkommt, zu Fluorescein umgewandelt. Das Fluorescein bleibt in der Zelle enthalten und  
dadurch werden die lebenden Zellen grün gefärbt. Im Gegensatz dazu werden die toten Zellen 
durch PI rot gefärbt. PI ist ein Fluorescein und kann die Zellmembran der lebenden Zellen 
nicht durchdringen. So interkaliert PI nur in die DNA der toten Zellen, deren Plasmamembran 
defekt ist.  
Zur Bestimmung der Zellvitalität wurden die hMSCs in Eluat aus dem CeraBall®-Scaffold 
kultiviert und anschließend mittels FDA und PI angefärbt. Das Eluat wurde jeweils aus 
Serum-freiem Medium, in dem das CeraBall®-Scaffold für 10 Minuten und 1 Stunde sowie 24 
Stunden getränkt wurde, eingesammelt. In einem 8-Well-Objektträger wurden 1 x 104 hMSCs 
pro Well ausgesät und kultiviert. Nach einem Tag wurde das Medium abgesaugt und die 
Zellen wurden weiter in Eluaten aus verschiedenen Zeitpunkten kultiviert. Zellen, die in 
Serum-freiem Medium kultiviert waren, dienten als Kontrolle. 
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Nach einem Tag wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und anschließend mit FDA-
Arbeitslösung bei 37°C im Dunkeln für 15 Minuten überschichtet. Nach dem Absaugen der 
FDA-Arbeitslösung wurde die PI-Arbeitslösung zugegeben. Nach zweiminütiger Inkubation 
bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die PI-Arbeitslösung entfernt und die Zellen wurden 
bis zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung mit PBS bedeckt. Die Anregung erfolgte 
bei 488 nm. Die grüne Fluoreszenz wurde bei 530 nm, und die rote bei 620 nm detektiert. Die 
lebenden Zellen wurden grün gefärbt, während die rote Farbe den Tod der Zellen andeutete.  
 
 
2.17.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung 
 
Die Zellmorphologie auf den Biomaterialen kann mittels Rasterelektronenmikroskop bestimmt 
werden. Auf einem CeraBall®-Scaffold wurden 1 x 104 hMSCs ausgesät. Nach 2-, 4- und 9-tägiger 
Kultivierung bei 37°C, 5% CO2 erfolgte die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung. Die 
Zellen wurden mit 3% Glutaraldhyd in PBS (pH 7,4)  für 24 Stunden bei 4°C fixiert. Nach der 
Entfernung des Glutaraldehyds wurde das Biomaterial, auf dem sich die Zellen befanden, jeweils 5 
Minuten mit 50%, 60%, 70%, 80%, 90% und 100% Ethanol bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte das 
so genannte critical point drying am K850 Critical Point Dryer (Emitech, USA). Das 
anschließende Sputtern mit Gold wurde am SCD 500 device (CAL-Tec, Ashford, UK) 
durchgeführt. Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung und Dokumentation wurde mit 






Kit: MTT Cell Proliferation Kit (Roche, Mannheim) 
 
Der MTT-Test erlaubt die Vitalitätsbestimmung der Zellen. MTT steht für 3-(4, 5-Dimethyl-
2-Thiazolyl)-2, 5-Diphenyl-2H-Tetrazoliumbromid, das gelb und wasserlöslich ist. MTT wird 
von metabolisch aktiven Zellen zu einem violetten, wasserunlöslichen Formazan umgesetzt 
(Vistica et al. 1991; Maehara et al. 1986; Slater et al. 1963). Vor der photometrischen 
Messung wird das Formazan in einem Solubilisierungspuffer gelöst. Der photometrisch 
gemessene Wert des Formazans entspricht der Zahl der viablen Zellen. 
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Mit Hilfe des MTT-Tests wurde die Proliferation der Zellen in Eluaten aus CeraBall®-
Scaffolds untersucht. Zunächst wurde das Scaffold in 2 ml Serum-freies Nährmedium 
getränkt, nach 10 Minuten und 1 Stunde sowie 24 Stunden wurde das Eluat abpipettiert und 
bei 4°C aufbewahrt. In einer 96-Well-Platte wurden 2500 hMSCs in 100 µl Nährmedium pro 
Well ausgesät. Nach 24-stündiger Kultivierung wurden das Nährmedium durch 100 µl Eluat 
ersetzt. Die im Serum-freien Medium kultivierten hMSCs dienten als Kontrolle. Nach 
weiterer 24-stündiger Kultivierung bei 37°C, 5% CO2 wurde der MTT-Test nach 
Herstellerangaben mittels des MTT cell Proliferation Kits von der Firma Roche (Mannheim) 





Reagenzien: WST-1 (Roche) 
 
Mittels WST-Test lässt sich der Metabolismus der Zellen bestimmen. Das beim WST-Test 
angewendete Reagenz WST-1 steht für 4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-
Tetrazolio]-1, 3-Benzol-Disulfonat. Das schwach rot gefärbte WST-1 wird von metabolisch 
aktiven Zellen in das dunkelrote Formazan umgesetzt (Berridge, et al. 1996). Der 
photometrisch gemessene Wert des Formazans entspricht der Zahl der viablen Zellen. 
Es wurden 1 x 104 hMSCs pro CeraBall®-Scaffold in einer 24-Well-Platte ausgesät und weiter 
mit hMSCs-Nährmedium kultiviert. Nach 2-, 4- und 9-tägiger Kultivierung wurde das alte 
Medium durch 1 ml frisches Medium ersetzt und anschließend wurde 100 µl WST-1 
zugegeben. Nach 4-stündiger Kultivierung bei 37°C, 5% CO2 erfolgte eine photometrische 




2.18 Bestimmung des Wachstumsverhaltens von hMSCs auf BioGide®-
Membranen          
 
Die BioGide®-Membran ist eine aus hochgereinigtem Kollagen I und III (porciner Ursprung) 
hergestellte Membran von der Firma Geistlich (Schweiz). Diese dreidimensionale Membran 
hat eine zweischichtige Struktur (Abb. 6): Die poröse Oberfläche erlaubt das Einwachsen von 
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Knochen bildenden Zellen. Die dichte Oberfläche verhindert das Einwachsen von fibrösem 
Bindegewebe. In der vorliegenden Arbeit wurde die raue Seite getestet. 
 
                
A B
 
Abb. 6:  Die zweischichtige Struktur der BioGide®-Membran. Die Membran ist 25 x 25 mm groß. 
A. Die dichte Seite der Membran. B. Die raue Seite der Membran.  
 
 
2.18.1  LDH-Test 
 
Reagenzien:  LDH Detection Kit (Roche, Mannheim)                                           
                     1% Triton X-100 
                     1 mol / l HCl 
Lactate dehydrogenase (LDH) ist ein stabiles zytoplasmatisches Enzym und kommt in den 
meisten Zellen vor. Zellen, deren Zytoplasmamenbranen beschädigt sind, setzen LDH in den 
Überstand der Zellkultur frei. Der LDH-Test quantifiziert die Aktivität der LDH im Überstand 
und zeigt daher die Zytotoxizität des getesteten Materials an. Im ersten Schritt katalysiert die 
LDH Lactat zu Pyruvat, wobei Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+) zu NADH und H+ 
reduziert wird. Anschließend nimmt das Tetrazoliumsalz INT (2-(4-Indophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-phenyltetrazolium) die H+-Ionen mit Hilfe des Enzyms Diaphorase auf und 
wechselt zu wasserlöslichem intensiv rot gefärbtem Formazan. Die rote Färbung kann 
photometrisch gemessen werden, wobei die Intensität des roten Farbstoffs mit der Aktivität 
der LDH korreliert.  
Hier wurde das Eluat der BioGide®-Membran (10 mm x 10 mm) verwendet. Das Eluat wurde 
jeweils aus Serum-freiem Medium, in dem die BioGide®-Membran für 10 Minuten und 1 
Stunde sowie 24 Stunden getränkt wurde, abpipettiert und bei 4°C aufbewahrt. In einer 96-
Well-Platte wurden 5000 hMSCs in 100 µl Nährmedium pro Well ausgesät. Nach 24-
stündiger Kultivierung wurde das Nährmedium durch 150 µl Eluat ersetzt. Hierbei dienten die 
Zellen als Positivkontrolle, die unter Zugabe des Detergens 1% Triton X-100 (im Serum-
freien Medium) vollständig lysiert wurden. Die Zellen, die mit Serum-freiem Medium 
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behandelt wurden und deshalb eine minimale LDH-Enzymaktivität im Überstand besaßen, 
dienten als Negativkontrolle. Nach 24-stündiger Kultivierung mit Eluat wurde 100 µl 
Überstand pro Well auf eine neue 96-Well-Platte übertragen. Die Bestimmung der Aktivität 
von LDH im Überstand erfolgte nach Herstellerangaben mittels des Roche LDH Detection 
Kits. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 µl HCl (1 mol / l) pro Well abgestoppt. Die 
photometrische Messung erfolgte bei einer Wellenlänge von 490 nm. Aus den photometrisch 
gemessenen Werten wurde die Zytotoxizität der Proben im Verhältnis zu Positiv- bzw. 
Negativkontrolle errechnet. Die Zytotoxizität der Positivkontrolle wurde als 100% bezeichnet, 
während die Zytotoxizität der Negativkontrolle als 0 bezeichnet wurde. Die Zytotoxizität 
wurde mittels folgender Gleichung ermittelt: 
 
Zytotoxizität (%) =  
      (Testwert (OD) – Negativwert (OD)) / (Positivwert (OD) – Negativwert (OD)) x 100 
 
 
2.18.2  MTT-Test 
 
Kit: MTT Cell Proliferation Kit (Roche, Mannheim) 
 
Mit Hilfe des MTT-Tests wurde die Proliferation der Zellen im Eluat der BioGide®-Membran 
untersucht. Das Eluat wurde jeweils aus Serum-freiem Medium, in dem die BioGide®-
Membran (10 mm x 10 mm) für 10 Minuten und 1 Stunde sowie 24 Stunden getränkt wurde, 
eingesammelt. In einer 96-Well-Platte wurden 2500 hMSCs in 100 µl Nährmedium pro Well 
ausgesät. Nach 24-stündiger Kultivierung wurde das Nährmedium durch 100 µl Eluat ersetzt. 
Die im Serum-freien Medium kultivierten hMSCs dienten als Kontrolle. Nach 24 Stunden 
erfolgte die Durchführung des MTT-Tests durch die Anwendung des MTT-Kits von der 
Firma Roche (Mannheim).  
 
 
2.18.3  WST-Test 
 
Reagenzien: WST-1 (Roche, Mannheim) 
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Die Proliferation der Zellen auf der BioGide®-Membran lässt sich mittels WST-Test 
bestimmen. Es wurden 5000 hMSCs pro BioGide®-Membran (10 mm x 10 mm) in einer 24-
Well-Platte ausgesät und weiter im Nährmedium für hMSCs kultiviert. Nach 4-tägiger 
Kultivierung wurde der WST-Test nach Herstellerangaben von der Firma Roche (Mannheim) 
durchgeführt. Die photometrische Messung erfolgte bei einer Wellenlänge von 460 nm. 




2.18.4  BrdU-Test  
 
Reagenzien:  Cell Proliferation ELISA, BrdU (Roche, Mannheim) 
                      1 mol / l H2SO4 
Der BrdU-Test ist ein Proliferationstest und wurde bereits 1982 von Gratzner et al. etabliert. 
Dieser Test beruht auf dem Einbau vom synthetischem 5-Brom-2’-Desoxyuridin (BrdU) 
anstelle von Desoxythymidin in die neu replizierte DNA von proliferierenden Zellen. Die 
DNA wurde in diesem Fall durch das Reagenz FixDenat denaturiert und fixiert. Dieser Schritt 
ermöglicht das Angreifen von einem monoklonalen Antikörper, welcher spezifisch an BrdU 
in den Zellen binden kann. Dieser Antikörper ist an das Enzym Peroxidase konjugiert und 
setzt das Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) zu einem blauen Farbstoff  um. Die Reaktion 
wurde durch die anschließend zugegebene Schwefelsäure abgestoppt, wodurch es zu einem 
Farbumschlag von blau nach gelb kam. Dieser gelbe Farbstoff kann dann photometrisch 
gemessen werden. Da die DNA-Replikation eine Voraussetzung für die zelluläre Proliferation 
ist, ergibt sich aus dem Wert des BrdU-Tests die Zahl der proliferierenden Zellen.  
Das Ziel des hier durchgeführten BrdU-Tests ist, zu bestimmen, wie gut sich die Zellen nach 
Kultivierung mit Eluat erholen können. Das Eluat wurde jeweils aus Serum-freiem Medium, 
in dem die BioGide®-Membran (10 mm x 10 mm) für 10 Minuten und 1 Stunde sowie 24 
Stunden getränkt wurde, eingesammelt. In einer 96-Well-Platte wurden 2500 hMSCs in 
100 µl Nährmedium pro Well ausgesät. Zunächst wurden die Zellen mit Eluat für einen Tag 
kultiviert. Danach wurde das Eluat abgesaugt und die Zellen weiter mit Nährmedium 
kultiviert. 5 Tage später erfolgte die Durchführung des BrdU-Tests nach Herstellerangaben 
mittels des Roche Kits (Cell Proliferation ELISA, BrdU). Die hMSCs, die durchgehend nur 
mit dem Nährmedium kultiviert wurden, dienten als Kontrolle. Die photometrische Messung 
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erfolgte bei einer Wellenlänge von 450 nm. Die entstehende Farbintensität korrelierte mit der 
Anzahl proliferierender Zellen. 
 
 
2.18.5 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung 
 
Auf einer BioGide®-Membran (10 mm x 10 mm) wurden 1 x 104 hMSCs ausgesät. Nach 7-tägiger 
Kultivierung erfolgte die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung. Die Zellen wurden mit 
3% Glutaraldhyd in PBS (pH 7,4) für 24 Stunden bei 4°C fixiert. Nach der Entfernung des 
Glutaraldehyds wurde das Biomaterial, auf dem sich die Zellen befanden, jeweils 5 Minuten mit 
50%, 60%, 70%, 80%, 90% und 100% Ethanol bei 4°C inkubiert. Danach erfolgte das so genannte 
critical point drying am K850 Critical Point Dryer (Emitech, USA). Das anschließende Sputtern 
mit Gold wurde am SCD 500 device (CAL-Tec, Ashford, UK) durchgeführt. Die 
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung und Dokumentation wurde mit dem Gerät XL 30CP 
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3.  Ergebnisse 
 
Im ersten Teil dieses Kapitels werden die Isolation der hMSCs aus KM und die anschließende 
Charakterisierung anhand von Oberflächenmarkern und des multipotenten 
Differenzierungsverhaltens zusammengefasst. Im zweiten Teil werden die in vitro 




3.1 Isolierung und Charakterisierung der hMSCs 
 
3.1.1  Isolierung und Expansion der hMSCs aus dem Knochenmark 
 
Zur Gewinnung humaner mesenchymaler Stammzellen wurden Knochenmarkaspirate 
(Spender: n = 5; Alter: 9-67) verwendet. Die Konzentrationen der mononukleären Zellen 
(MNCs) in den Knochenmarkaspiraten wurden automatisch gezählt und streuten zwischen 
1,7  x 106 und 12.5 x 106 Zellen / ml. Bei einer Zelldichte von 4,4 x 104 MNCs pro cm2 
wurden die Knochenmarkzellen mit 60 ml Nährmedium für hMSCs in einer 
225cm2-Zellkulturflasche bei 37°C, 5% CO2 kultiviert. Nach drei Tagen erfolgte der 
komplette Mediumwechel und hMSCs wurden aufgrund ihrer Eigenschaft der Adhärenz 
dadurch selektiert. Nach ungefähr zwei Wochen fand sich lichtmikroskopisch ein konfluenter 
Zellrasen, bestehend aus spindelförmigen, Fibroblasten-ähnlichen Zellen. Die Zellen wurden 
durch Trypsin abgelöst und die Zahl der dadurch gewonnenen Zellen pro Kulturflasche 
schwankte zwischen 1 x 106 und 3 x 106. Eine Übersicht über die Spenderdaten ist in Tabelle 
4 zusammengefasst.  
Die geernteten Zellen wurden als Passage P0 bezeichnet und weiter bei einer Zelldichte von 
30 Zellen pro cm2 in einer 225cm2-Zellkulturflasche kultiviert. Die Adhärenz der Zellen fand 
am dritten Tag statt. Nach 12 bis 16 Tagen erreichten die Zellen 70% Konfluenz. Die Anzahl 
der Zellen pro Kulturflasche betrug ca. eine Million. Weiterhin wurden die Zellen durch 
duchflusszytometrische Analyse und multipotente Differenzierungsassays charakterisiert. In 
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Alter in Jahren 
 
MNCs / ml KM 
      Zahl der 
isolierten Zellen 
pro T225                  
 
       1 
 
        ♀   
 
          67 
 
      1,7 x 106 
 
          2 x 106 
 
       2 
 
        ♂ 
 
           9 
 
      4,5 x 106 
 
          3 x 106 
 
       3 
 
        ♂ 
 
          11 
 
    12,5 x 106 
 
       2,7 x 106 
 
       4 
 
        ♂ 
 
          48 
 
         3 x 106 
 
           1x 106 
 
       5 
 
        ♀ 
 
          54 
 
       4,4 x 106 
 




2 ♀ : 3  ♂ 
 
         37,8 
 
     5,22 x 106 
 
      1,94 x 106 
      
Tab. 4: Spenderdaten. Spenderdaten mit Geschlecht, Alter und Zahl mononukleärer Zellen / ml KM 
sowie Zahl der aus Knochenmark isolierten und kultivierten Zellen pro 225cm2-Kulturflasche. KM: 




3.1.2  Immunfluoreszenzfärbung von hMSCs
 
 
Um die Morphologie der hMSCs zu untersuchen, wurde eine Immunfluoreszenzfärbung 
durchgeführt. Die hMSCs wurden zunächst in einer Dichte von 2 x 103 Zellen pro cm2 auf 
Glasträgern kultiviert. Nach zwei Tagen erfolgte die Immunfluoreszenzfärbung. Unter dem 
Fluoreszenzmikroskop wurde beobachtet, dass das Zytoplasma grün angefärbt war und der 
Zellkern blau. Die Zellen zeigten einen spindelförmigen Phänotyp (Abb. 7). Durch die 
Immunfluoreszenzfärbung konnte bestätigt werden, dass das Aussehen der untersuchten 
Zellen der Morphologie der hMSCs entsprach. 
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Abb.7: Immunfluoreszenzfärbung von hMSCs. Die Zellen wurden mit vinkulin-spezifischen 
Antikörpern für eine Nacht inkubiert und am zweiten Tag weiter mit Fluoreszenz-gekoppeltem 
Second-Antikörper für eine Stunde inkubiert. Parallel erfolgte die Zellkernfärbung mittels Hoechst-
33342. Anschließend erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Dokumentation. Das Zytoplasma ist 




3.1.3  CFU-F Assay 
 
Zur Bestimmung der klonalen Expansionskapazität von hMSCs wurde ein CFU-F Assay 
durchgeführt. Es wurden 5 hMSCs pro cm2 in einer 20cm2-Kulturschale ausgesät. Nach 12 
Tagen wurden die Zellen mit 800 µl Kristall-Violett-Lösung (3g / l) angefärbt. Kolonien, die 
aus mindesten 50 Zellen bestanden, wurden mittels Lichtmikroskopie gezählt. 
Abbildung 8 zeigt, dass in einer Kulturschale Kolonien gebildet wurden. Es konnte dadurch 
bewiesen werden, dass die isolierten Zellen
 
die klonale Expansionskapazität besaßen.  
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Abb. 8 (vorherige Seite): CFU-F Assay. Es wurden 100 hMSCs in einer 20cm2-Kulturschale 
ausgesät. Nach 12-tägiger Kultivierung im Nährmedium wurden die Zellen mit Kristall-Violett-
Lösung angefärbt. Die violett gefärbten Areale (siehe weiße Pfeile) zeigen die Kolonien, die aus 




3.1.4  Durchflusszytometrische Analyse 
 
Um die Expression der Oberflächenmarker von den aus KM isolierten und kultivierten Zellen 
zu bestimmen, wurde eine durchflusszytometrische Analyse durchgeführt. Die untersuchten 
Zellen wurden zunächst mit Fluoreszenz markierten Antikörpern für 20 Minuten bei 4°C 
inkubiert. Anschließend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. Hier dienten die 
entsprechenden Isotypen der Antikörper als Negativkontrollen. 
Abbildung 9 zeigt, dass die Expression der Oberflächenproteine wie CD105, CD90, CD73 
und CD29 bei den untersuchten Zellen positiv nachgewiesen werden konnte. Die Expression 
der anderen Oberflächenmarker wie CD45, CD19, CD14, CD34, 7-AAD und HLA-DR ließen 
sich bei den untersuchten Zellen nicht nachweisen.  
Es konnte durch durchflusszytometrische Analyse bestätigt werden, dass die Expression der 
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Abb. 9 (vorherige Seite): Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenproteine von 
isolierten Zellen aus Knochenmark. Die aus Knochenmark isolierten und kultivierten Zellen wurden 
zunächst mit verschiedenen Antikörpern, welche mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen 
konjugiert waren, inkubiert. Hier dienten die entsprechenden Isotypen der Antikörper als 
Negativkontrollen. Anschließend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. Die Zahlen in den 
Diagrammen geben den Prozentsatz an entsprechenden Oberflächenmarker-positiven oder -negativen 
Zellen an. A. Durchflusszytometrische Analyse von entsprechenden Isotypen der Antikörper. B. 




3.1.5  Osteogene Differenzierung 
 
Nach 14-tägiger osteogener Stimulation erfolgte die Untersuchung zur Bestimmung der 
Aktivität der ALP in der Zellkultur. Die Mineralisierung der Matrix wurde nach 21-tägiger 
Induktion mittels von-Kossa-Methode und Alizarin Red S nachgewiesen. Hier dienten die 
nicht osteogenen induzierten Zellen als Kontrolle. 
 
 
3.1.5.1  Nachweis der Aktivität der akalischen Phosphatase 
 
Zum Nachweis der Aktivität der ALP wurde eien Tablette 5-Brom-4-chlor-3-
indoxylphosphat  / Nitroblau-Tetrazoliumchlorid verwendet. Die dadurch entstehende 
Blaufärbung weißt auf die Aktivität der ALP in der Zellkultur hin. 
Abbildung 10 zeigt die lichtmikroskopischen Aufnahmen nach der Durchführung des ALP-
Tests. Bei der osteogen stimulierten Zellkultur ließ sich eine Blaufärbung nachweisen (Abb. 
10 B). Im Gegensatz dazu konnte bei der nicht osteogen induzierten Zellkultur keine 
Blaufärbung nachgewiesen werden (Abb. 10 A). 
Hier konnte gezeigt werden, dass die im osteogenen Induktionsmedium kultivierten, 
untersuchten Zellen ALP-Aktivität besaßen. Im Vergleich dazu ließ sich kaum ALP-Aktivität 
bei den nicht osteogen induzierten Zellen nachweisen.  
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Abb. 10: Lichtmikroskopische Aufnahmen zur Bestimmung der Aktivität der ALP von osteogen 
induzierten hMSCs.  A. Die nicht induzierten Zellen (Kontrolle). B. Die osteogen induzierten Zellen. 
Nach 14-tägiger Kultivierung in osteogen induzierten Medium oder in Nährmedium wurden die Zellen 
zunächst mit 4% Paraformaldehyd fixiert und anschließend mit der ALP-Arbeitslösung inkubiert. Zum 
Schluss erfolgten lichtmikroskopische Aufnahmen. Die Aktivität der ALP in der Zellkultur konnte 
anhand der Blaufärbung nachgewiesen werden. Die nicht induzierten Zellen dienten hier als Kontrolle. 




3.1.5.2  Nachweis der Mineralisierung der Matrix mittels von-Kossa-Methode 
 
Der Nachweis der mineralisierten Matrix erfolgte über die Färbung des gebildeten Kalziums. 
In Abbildung 11 ist repräsentativ die durch von-Kossa-Methode gefärbte Zellkultur im 
differenzierten und im undifferenzierten Zustand dargestellt. Die mineralisierte Matrix ließ 
sich anhand brauner Färbung des Kalziums identifizieren. 
Wie in Abbildung 11B zu sehen ist, ließ sich eine braune Färbung bei der osteogen 
stimulierten Zellkultur erkennen (weiße Pfeile). Im Vergleich dazu konnte keine 
Braunfärbung bei der nicht stimulierten Zellkultur nachgewiesen werden.  
Somit konnte nachgewiesen werden, dass eine mineralisierte Matrix bei osteogen induzierten 
Zellen gebildet wurde. 
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Abb. 11: Lichtmikroskopische Aufnahmen zur Bestimmung der mineralisierten Matrix von 
osteogen induzierten hMSCs mit Hilfe der von-Kossa-Methode. A. Anfärbung der mineralisierten 
Matrix bei nicht induzierten Zellen (Kontrolle). B. Anfärbung der mineralisierten Matrix bei osteogen 
induzierten Zellen. Nach 21-tägiger Kultivierung in osteogen induziertem Medium oder in 
Nährmedium wurden die Zellen zunächst mit 4% Paraformaldehyd fixiert und anschließend mit Hilfe 
der von-Kossa-Methode untersucht. Zum Schluss erfolgten lichtmikroskopische Aufnahmen. Die 
Braunfärbung wies auf eine mineralisierte Matrix hin (weiße Pfeile). Die nicht induzierten Zellen 




3.1.5.3  Nachweis der Mineralisierung der Matrix mittels Alizarin Red S 
 
Die Mineralisierung der Matrix kann neben der von-Kossa-Methode noch mittels Alizarin 
Red S nachgewiesen werden. Wie bei der von-Kossa-Methode wurden die Zellen mit 
osteogen induziertem Medium für drei Wochen kultiviert. Nicht induzierte Zellen dienten als 
Kontrolle. Danach wurden die Zellen mit Alizarin Red S angefärbt. Unter dem 
Lichtmikroskop sollte die durch Alizarin Red S gefärbte mineralisierte Matrix rot erscheinen. 
Abbildung 12 zeigt, dass bei der osteogen differenzierten Zellkultur eine deutliche Rotfärbung 
beobachtet wurde. Bei der dazugehörigen Kontrolle ließ sich keine Rotfärbung erkennen.  
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Matrix der untersuchten Zellen im osteogen 
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Abb. 12: Lichtmikroskopische Aufnahmen zum Nachweis der mineralisierten Matrix von 
osteogen induzierten hMSCs mittels Alizarin Red S. A. Anfärbung der mineralisierten Matrix bei 
nicht induzierten Zellen (Kontrolle). B. Anfärbung der mineralisierten Matrix bei osteogen induzierten 
Zellen. Nach 21-tägiger Kultivierung in osteogen induziertem Medium oder in Nährmedium wurden 
die Zellen zunächst mit 4% Paraformaldehyd fixiert und anschließend mit Alizarin Red S angefärbt. 
Zum Schluss erfolgte die lichtmikroskopische Dokumentation. Die mineralisierte Matrix wurde rot 




3.1.6  Adipogene Differenzierung  
 
Nach 14-tägiger adipogener Stimulation wurden die Zellen mit Oil Red O inkubiert. Nicht 
induzierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Fetttröpfchen in den Zellen ließen sich 
lichtmikroskopisch sichtbar rot anfärben.  
Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, wurde die rote Farbe bei den stimulierten Zellen gefunden 
(Abb. 13 B). Es wurde jedoch keine Rotfärbung in der nicht stimulierten Zellkultur 
beobachtet (Abb. 13 A).  
Da Fetttröpfchen ein Merkmal von Adipozyten sind, konnte somit festgestellt werden, dass 
die untersuchten Zellen in die adipogene Richtung gelenkt werden konnten. 
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Abb. 13: Lichtmikroskopische Aufnahmen der angefärbten Fetttröpfchen in den adipogen 
induzierten hMSCs mittels Oil Red O. A. Anfärbung der Fetttröpfchen bei nicht induzierten Zellen 
(Kontrolle). B. Anfärbung der Fetttröpfchen bei adipogen induzierten Zellen. Nach 14-tägiger 
Kultivierung in adipogen induziertem Medium oder in Nährmedium wurden die Zellen zunächst mit 
4% Paraformaldehyd fixiert und anschließend mit Oil Red O angefärbt. Anschließend erfolgten die 
lichtmikroskopischen Aufnahmen. Die Fetttröpfchen in den Zellen wurden rot gefärbt (siehe weißer 




Zusammengefasst zeigten die isolierten und kultivierten Zellen aus KM eine spindelförmige 
Morphologie und wuchsen adhärent. Die Zellen exprimierten auf ihren Oberflächen CD105, 
CD73, CD90 und CD29. CD19, CD45, CD14, CD34, 7-AAD und HLA-DR waren nicht 




3.2 Bestimmung des Wachstumsverhaltens von hMSCs auf verschiedenen 
Biomaterialien in vitro 
        
3.2.1.  CeraBall®-Scaffolds und hMSCs 
 
Zur Bestimmung der in vitro Biokompatibilität von CeraBall®-Scaffolds wurden die in der 
Arbeit isolierten und charakterisierten hMSCs verwendet. Hierzu wurden 
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3.2.1.1  WST-Test 
 
Die ermittelten Absorptionswerte wurden grafisch dargestellt (Abb. 14). Die Y-Achse gibt 
den Absorptionswert der gemessenen Zellen an und entspricht der Zahl der viablen Zellen. 
Die Anzahl der lebenden Zellen auf dem CeraBall®-Scaffold nach 2, 4 und 9 Tagen 
Kultivierung waren im Allgemeinen etwas niedriger als die jeweilige Kontrolle (Polystyrol). 




          

























          
Abb. 14: WST-Test von hMSCs auf CeraBall®-Scaffolds für verschiedene Zeiträume. 1 x 104 
Zellen wurden auf jedem CeraBall®-Scaffold ausgesät und weiter im Nährmedium für hMSCs 
kultiviert. Nach 2, 4 und 9 Tagen erfolgte die Durchführung des WST-Tests. Die Y-Achse gibt den 
gemessenen Absorptionswert an. Die verschiedenen farbigen Balken an jedem gemessenen Tag zeigen 




3.2.1.2  MTT-Test 
 
Mit Hilfe des MTT-Tests wurde die Proliferation der Zellen in Eluat aus CeraBall®-Scaffolds 
untersucht. HMSCs im Nährmedium dienten als Kontrolle. Die gemessenen Absorptionswerte 
wurden grafisch dargestellt (Abb. 15). Die Y-Achse gibt die Proliferationsrate im Vergleich 
zur Kontrolle in Prozent an. Bei der Proliferationsrate der hMSCs, die mit einstündigem oder 
24-stündigem Eluat aus CeraBall®-Scaffolds kultiviert wurden, gab es keinen großen 
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Unterschied und war auch ähnlich zur Kontrolle. Im Vergleich dazu war die Proliferationsrate 
der in 10-minütigem Eluat kultivierten hMSCs niedriger. 
 
               
               
Abb. 15: MTT-Test von hMSCs nach Kultivierung mit Eluaten aus CeraBall®-Scaffolds. Jeweils 
2500 hMSCs wurden mit 100 µl 10-minütigem, einstündigem und 24-stündigem Eluat aus CeraBall®-
Scaffolds kultiviert. Nach einem Tag erfolgte die Durchführung des MTT-Tests. HMSCs im 
Nährmedium dienten als Kontrolle. Die Y-Achse gibt den relativen Prozentsatz des gemessenen 
Absorptionswerts im Vergleich zur Kontrolle an. Ein Balken zeigt jeweils den Mittelwert von 8 




3.2.1.3  Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung 
 
Nach 2-, 4- und 9-tägiger Kultivierung von hMSCs auf CeraBall®-Scaffolds erfolgte die 
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung. Abbildung 16 A zeigt das reine Gerüst ohne 
Besiedlung der Zellen. Nach 2-tägiger Kultivierung konnten hMSCs auf der Oberfläche des 
Scaffolds beobachtet werden. Die Zellen zeigten eine flache, ausgebreitete Morphologie 
(Abb. 16 B). Am 4. Tag ließen sich mehr Zellen auf dem Scaffold entdecken. Und große Zell-
Cluster waren entstanden (Abb. 16 C). Nach 9-tägiger Kultivierung wurde bereits eine große 
Anzahl von ausgebreiteten Zellen auf der Oberfläche der Scaffolds registriert. Die 
Überwucherung und das Eindringen der Zellen in die Poren wurde ebenfalls beobachtet (Abb. 
16 D).  
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Tag 2






Abb. 16: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Ceraball®-Scaffolds mit und ohne 
Besiedlung durch hMSCs. 1 x 104 hMSCs wurden auf das jeweilige Ceraball®-Scaffold ausgesät. Die 
Aufnahmen erfolgten nach 2 Tagen (B), 4 Tagen (C) und 9 Tagen (D). Die Abbildung (A) zeigt die 




3.2.1.4  Bestimmung der Zellvitalität mittels FDA und PI 
 
Zur Bestimmung der Zellvitalität wurden die in Eluat aus CeraBall®-Scaffolds kultivierten 
hMSCs mittels FDA und PI angefärbt. Die in Serum-freiem Medium kultivierten hMSCs 
dienten als Kontrolle. 
Wie in Abbildung 17 zu sehen ist, wurden die meisten Zellen nach der Kultivierung grün 
angefärbt. Es waren keine großen Unterschiede zwischen den Zellen im Eluat und den Zellen 
im Nährmedium nachzuweisen. 
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Abb. 17: Zellvitalitätsfärbung mittels FDA und PI. 1 x 104 hMSCs pro Well wurden in einem 8-
Well-Oberjektträger mit 200 µl 10-minütigem, einstündigem und 24-stündigem Eluat aus CeraBall®-
Scaffolds kultiviert. Nach einem Tag erfolgte die Färbung mittels FDA und PI. Im Anschluss daran 
wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen durchgeführt. Die lebenden Zellen wurden durch FDA 
grün angefärbt. Die Fraktionen der toten Zellen wurden durch PI rot angefärbt. FDA: Fluorescein 




Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der MTT-, WST-Tests und Zellvitalitätsfärbung 
sowie der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen, dass das CeraBall®-Scaffold in vitro 
die Proliferation der hMSCs genauso gut wie das Polystryol unterstützen konnte. Die Zellen 
wuchsen auch nach 9 Tagen gut auf diesen Scaffolds. Mittels 
rasterelektronenmikroskopischer Untersuchung ließ sich erkennen, dass sich die hMSCs 
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3.2.2  Bestimmung des Wachstumsverhaltens von hMSCs auf BioGide®-Membranen          
 
3.2.2.1  LDH-Test 
 
Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, war die Zytotoxizität des 10-minütigen Eluats am höchsten. 
Das 24-stündige Eluat zeigte die niedrigste Zytotoxizität für hMSCs. Es ließ sich erkennen, 
dass die Zytotoxizität des Eluats mit längerer Eintauchzeit abnimmt.  
 
              
             
Abb. 18:  LDH-Test von hMSCs nach Kultivierung mit Eluaten der BioGide®-Membranen. 
Jeweils 5000 hMSCs wurden mit 100 µl 10-minütigem, einstündigem und 24-stündigem Eluat der 
BioGide®-Membran (10 mm x 10 mm) kultiviert. Mit 1% Triton X-100 (im Serum-freien Medium) 
behandelte Zellen dienten als Positivkontrolle; mit Nährmedium kultivierte Zellen dienten als 
Negativkontrolle. Die Y-Achse gibt die relative Zytotoxizität im Verhältnis zur Positiv- und 







Mit Hilfe des MTT-Tests wurde die Proliferation der Zellen in Eluaten der BioGide®-
Membran untersucht. Die im Serum-freien Medium kultivierten hMSCs dienten als Kontrolle. 
Die Y-Achse in Abbildung 19 zeigt die relative Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle 
in Prozent an. Die relative Proliferationsrate vom 24-stündigen Eluat war am höchsten und lag 
bei 120%. Es konnte auch gezeigt werden, dass die relative Proliferationsrate des 10-
minütigen Eluats bei 56% lag und am niedrigsten war. 
                                                                                                                                     Ergebnisse 46 
Hier konnte gezeigt werden, dass das Eluat mit zunehmender Eintauchzeit die Proliferation 
von hMSCs besser unterstützen konnte.               
 
             
              
Abb. 19: MTT-Test von hMSCs nach Kultivierung mit Eluaten der BioGide®-Membranen.  2500 
hMSCs wurden mit 100 µl 10-minütigem, einstündigem und 24-stündigem Eluat der BioGide®-
Membran (10 mm x 10 mm) kultiviert.  Nach einem Tag erfolgte die Durchführung des MTT-Tests. 
HMSCs in Nährmedium dienten als Kontrolle. Die Y-Achse gibt die relative Proliferationsrate im 
Vergleich zur Kontrolle in Prozent an. Die Balken zeigen den Mittelwert von 8 parallel durchgeführten 






Die Proliferation der Zellen auf der BioGide®-Membran lässt sich mittels WST-Test 
bestimmen. Die auf dem Deckglas (Durchmesser: 10mm) kultivierten hMSCs dienten als 
Kontrolle. 
Die ermittelten Absorptionswerte wurden grafisch dargestellt (Abb. 20). Die Y-Achse gibt 
den Absorptionswert der gemessenen Zellen an und entspricht der Zahl der viablen Zellen. 
Wie in Abbildung 20 zu sehen ist, war die Zahl der lebenden hMSCs auf der BioGide®-
Membran höher als die Zahl der Zellen auf dem Deckglas.  
Durch das Ergebnis des WST-Tests ließ sich feststellen, dass die BioGide®-Membran die 
Proliferation der hMSCs besser unterstützen konnte als das Deckglas. 
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Abb. 20: WST-Test von hMSCs auf der BioGide®-Membran. 5000 hMSCs wurden auf jeder 
BioGide®-Membran (10 mm x 10 mm) ausgesät und weiter im Nährmedium für hMSCs kultiviert. 
Nach 4 Tagen erfolgte die Durchführung des WST-Tests. Die Y-Achse gibt den gemessenen 
Absorptionswert an. Das Deckglas (Durchmesser: 10mm) diente als Kontrolle. Die Balken zeigen den 




3.2.2.4  BrdU-Test 
 
Das Ziel des hier durchgeführten BrdU-Tests ist, zu bestimmen, wie gut sich die Zellen nach 
Kultivierung mit Eluat erholen können. Nach eintägiger Kultivierung mit Eluat wurden die 
hMSCs weiter mit normalem Nährmedium kultiviert. Nach 5 Tagen erfolgte die 
Durchführung des BrdU-Tests. Die hMSCs, die durchgehend nur mit dem Nährmedium 
kultiviert wurden, dienten als Kontrolle. 
Die gemessenen Absorptionswerte wurden grafisch in Abbildung 21 dargestellt. Die Y-Achse 
gibt den relativen Prozentsatz von synthetisierter DNA im Vergleich zur Kontrolle an und 
wird deshalb als Proliferation von Zellen (in %) dargestellt. Es ließ sich erkennen, dass alle 
Zellen, bevor sie in Eluat aus verschiedenem Zeitpunkt kultiviert wurden, eine relativ gute 
Proliferation im Vergleich zur Kontrolle besaßen. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass 
die vorher im 24-stündigen Eluat kultivierten hMSCs die höchste Proliferationsrate 
aufwiesen.  
Es konnte festgestellt werden, dass die hMSCs nach der Inkubation mit Eluat der BioGide®-
Membran gut wachsen konnten. 
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Abb. 21:  BrdU-Test von hMSCs. Zunächst wurden 2500 hMSCs pro Well in einer 96-Well-Platte 
mit jeweils 100 µl 10-minütigem, einstündigem und 24-stündigem Eluat aus der BioGide®-Membran 
(10 mm x 10 mm) kultiviert. Nach einem Tag wurden die Eluate durch Nährmedium ersetzt und die 
Zellen wurden weiter kultiviert. Nach 5 Tagen erfolgte der BrdU-Test. Die hMSCs, die durchgehend 
nur mit dem Nährmedium kultiviert wurden, dienten als Kontrolle. Die Y-Achse gibt die relative 
Proliferationsrate im Vergleich zur Kontrolle in Prozent an. Die Balken zeigen den Mittelwert von 8 




3.2.2.5  Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung 
 
Auf einer BioGide®-Membran (10 mm x 10 mm) wurden 1 x 104 hMSCs ausgesät. Nach 7-
tägiger Kultivierung erfolgte die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung. Die 
Abbildung 22 A und B zeigen die reine Membran ohne Besiedlung von Zellen bei einer 
Vergrößerung von 1000- und 2000-fach, und Abbildung 22 C und D zeigen die mit hMSCs 
besiedelte Membran bei einer Vergrößerung von 1000- und 2000-fach. Wie in Abbildung 22 
C und D zu sehen ist, verbreiteten sich die hMSCs nach 7-tägiger Kultivierung flächig auf der 
Oberfläche der Membran. Es ließen sich eine große Anzahl Zellen (siehe weiße Pfeile) auf der 
Oberfläche der Membran erkennen.  
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Abb. 22: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von BioGide®-Membranen mit und ohne 
Besiedlung von hMSCs. 1 x 104 hMSCs wurden auf die jeweilige BioGide®-Membran (10 mm x 10 
mm) ausgesät. Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten nach 7-tägiger 
Kultivierung. A. BioGide®-Membran ohne Zell-Besiedlung unter dem Rasterelektronenmikroskop bei 
einer 1000-fachen Vergrößerung. B. BioGide®-Membran ohne Zell-Besiedlung unter dem 
Rasterelektronenmikroskop bei einer 2000-fachen Vergrößerung. C. BioGide®-Membran mit hMSCs-
Besiedlung unter dem Rasterelektronenmikroskop bei einer 1000-fachen Vergrößerung. D. BioGide®-





Zusammengefasst konnte festgestellt werden, dass die BioGide®-Membran kaum zytotoxisch 
für die hMSCs war und die Proliferation dieser Zellen in vitro unterstützen konnte. Die 
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten, dass sich die hMSCs gut auf der 
Oberfläche der BioGide®-Membran verbreiteten. Es konnte auch durch LDH- und MTT-Test 
nachgewiesen werden, dass die Eintauchzeit der Membran im Serum-freien Medium das 
Wachstum der hMSCs beeinflussen konnte. Je länger die Eintauchzeit war, desto niedrigere 
Zytotoxizität zeigte das Eluat und desto besser konnte das Eluat die Proliferation der Zellen 
unterstützen. Der WST-Test zeigte, dass die hMSCs auf der Membran besser wachsen 
konnten als auf dem Deckglas. 
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4. Diskussion 
 
Das innovative Gebiet des Tissue Engineerings bietet ein großes therapeutisches Potenzial für 
die Regeneration des Skeletts bei großen, segmentalen Knochendefekten. Aufgrund ihrer 
relativ leichten Verfügbarkeit und ihrer Selbstreplikation sowie ihres multipotenten 
Differenzierungspotenzials sind humane mesenchymale Stammzellen ein guter Kandidat für 
die regenerative Medizin.  
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die hMSCs aus Knochenmarkaspiraten der 
Spender isoliert und in vitro expandiert. Anschließend wurden die gewonnenen Zellen 
hinsichtlich der Expression von Oberflächenproteinen und des multipotenten 
Differenzierungspotenzials charakterisiert. Im zweiten Teil der Arbeit wurden 
dreidimensionale Biomaterialen wie CeraBall®-Scaffolds und BioGide®-Membranen auf ihre 
Biokompatibilität für hMSCs in vitro überprüft. 
 
 
4.1 Isolierung und Charakterisierung der hMSCs 
 
4.1.1 Isolierung und in vitro Expansion der hMSCs 
 
In dieser Arbeit standen Aspirate von Knochenmark (KM) von 5 Spendern zur Verfügung, 
um hMSCs zu gewinnen. Standardmäßig werden hMSCs, wie durch vielen Studien bestätigt, 
mittels Ficoll-Dichtegradienten aus dem Knochenmark isoliert. Eine wichtige Einschränkung 
des Ficoll-Isolationsverfahrens für die klinische Anwendung ist, dass es sehr zeitaufwendig 
und stark vom Anwender abhängig ist (Hermann et al., 2008). Eine andere Isolationsmethode, 
bei der Knochenmarkaspirate verwendet werden, ist die magnetische Zellsortierung 
(Magnetic-Activated Cell Sorting, MACS) (Taira et al. 2008). Diese Methode ist ebenfalls 
sehr zeitaufwendig. Für die klinische Anwendung sollte eine Isolationsmethode etabliert 
werden, die einfacher und schneller ist. In der vorliegenden Arbeit wurden die hMSCs nach 
Bartmann et al. 2007 aus Knochenmark isoliert und weiter kultiviert. Laut Untersuchung 
dieser Gruppe wurde α-MEM mit 10% FCS für die Kultivierung der Zellen verwendet, weil 
es im Vergleich zu anderen Medien mit FCS das Wachstum der hMSCs am besten unterstützt.  
Die Isolation der hMSCs aus den Knochenmarkaspiraten sowie ihre Expansion in vitro gelang 
bei allen fünf Spendern. Die Konzentration der mononukleären Zellen (MNCs) im 
Knochenmark betrug durchschnittlich 5,22 x 106 Zellen / ml. Je 1 x 107 MNCs wurden in 
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einer 225cm2-Kulturflasche ausgesät. Nach 3-tägiger Kultivierung erfolgte ein kompletter 
Mediumwechsel. Aufgrund fehlender Adhärenz an die Plastikoberfläche konnten die 
hämatopoetischen Zellen im KM dadurch von den adhärent gewachsenen Zellen getrennt 
werden. Unter dem Lichtmikroskop sahen die adhärenten Zellen spindelförmig aus. Nach ca. 
14 Tagen lag die Konfluenz der Zellen bei 70%. Die Zahl der durch Trypsinierung gewonnen 
Zellen betrug zwischen einer und drei Millionen. Weiterhin wurden die gewonnenen Zellen in 
einer Dichte von 30 Zellen / cm2 in einer 225cm2-Flasche kultiviert und zwei Wochen später 
konnten ca. eine Million Zellen gewonnen werden. Im Vergleich zum Dichtegradienten und 
zur MACS-Methode ist die hier angewandte Isolierungsmethode einfacher. Mittels dieses 
Verfahrens war es möglich, aus einer geringeren Menge an Knochenmark (durchschnittlich 
2 ml) in ca. zwei Wochen eine große Menge an hMSCs zu bekommen. Es konnte auch 
gezeigt werden, dass durch eine niedrigere Aussaatdichte (30 Zellen / cm2) tatsächlich eine 
wesentlich höhere Proliferationsrate erreicht werden konnte. 
 
 
4.1.2 Charakterisierung der hMSCs 
 
Eine weitere Frage war, ob es sich bei den isolierten Zellen tatsächlich um mesenchymale 
Stammzellen handelt. Die Immunfluoreszenzfärbung zeigte eine Spindelform der isolierten 
Zellen, welches mit der Morphologie von hMSCs übereinstimmte (Dominici et al. 2006). Der 
CFU-F Assay wies auf Adhäsionseigenschaften und das Potenzial zur klonalen Expansion der 
untersuchten Zellen hin.  
Da bisher kein einziger für hMSCs spezifischer Marker ermittelt werden konnte, ist die 
Bestimmung des Co-Expressionsmusters der Oberflächenproteine für die Charakterisierung 
der mesenchymalen Stammzellen erforderlich (Dominici et al. 2006). Hier wurde die 
Expression der Oberflächenproteine bei den isolierten Zellen mittels Durchflusszytometrie 
bestimmt. Mit Hilfe der verschiedenen Antikörper konnte festgestellt werden, dass mehr als 
95 % der untersuchten Zellen die Oberflächenmarker von hMSCs wie beispielsweise CD105, 
CD90, CD73 und CD29 auf ihren Oberflächen exprimierten. Es konnte auch gezeigt werden, 
dass spezifische Marker für hämatopoetische Zellen wie CD45, CD34, CD14, CD19 und 
7-AAD sowie das an der Immunantwort beteiligte Protein HLA-DR bei den untersuchten 
Zellen nicht nachweisbar waren. 
Für die Charakterisierung der hMSCs reicht die Bestimmung der Oberflächenmarker allein 
nicht aus. Es ist eine zusätzliche Charakterisierung über das multipotente 
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Differenzierungsverhalten erforderlich (Dominici et al. 2006). Mesenchymale Zellen sind in 
der Lage, in die adipogene, osteogene oder chondrogene Richtung zu differenzieren (Pittenger 
et al. 1999). In dieser Arbeit wurde die Induktion der osteogenen und der adipogenen 
Differenzierung bei den isolierten Zellen durchgeführt, um das Differenzierungspotenzial der 
Zellen zu erfassen.  
Für die ostogene Differenzierung wurden die Zellen mit Induktionsfaktoren wie 
Dexamethason, L-Ascorbinsäure-2-Phosphat und β-Glycerophosphat stimuliert. Anhand der 
Aktivität der alkalischen Phosphatase (ALP) und der Mineralisierung der Matrix wurde eine 
erfolgreiche osteogene Differenzierung nachgewiesen. Die Aktivität der ALP ist ein frühes 
Merkmal der Osteogenese (Knieb et al. 2006). Der Anstieg der Aktivität der ALP konnte bei 
allen fünf aus Spender-Knochenmark isolierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle, die nicht 
induziert war, auf Proteinebene nachgewiesen werden. Ein späteres Merkmal der Osteogenese 
ist die Mineralisierung der Matrix (Knieb et al. 2006). Mit Hilfe der von-Kossa-Methode 
wurde die mineralisierte Matrix braun angefärbt. Es konnte nachgewiesen werden, dass nur 
die osteogen induzierte Zellkultur die typische Braunfärbung zeigte. Die ausschließlich mit 
Nährmedium behandelten Zellen wurden nicht braun angefärbt. Neben der von-Kossa-
Methode konnte die Mineralisierung der Matrix durch Alizarin Red S Färbung nachgewiesen 
werden, wobei die mineralisierte Matrix rot angefärbt wurde. Das Ergebnis der Färbung 
mittels Alizarin Red S stimmte mit dem Ergebnis der von-Kossa-Methode überein.  
Bei der adipozytären Induktion wurden die isolierten Zellen mit Faktoren wie Insulin, 
Dexamethason, Indomethacin und 1-Methyl-3-Isobutylxanthin stimuliert. Es konnte ein 
adipogenes Differenzierungspotenzial bei den isolierten Zellen nachgewiesen werden. Die 
durch Induktion entstehenden Lipidtröpfchen in den Zellen wurden mit Oil Red O rot 
angefärbt, was auf eine erfolgreiche adipogene Differenzierung hinwies. 
Zusammengefasst wuchsen die aus allen fünf Knochenmarkaspiraten isolierten Zellen 
adhärent und zeigten eine spindelförmige Morphologie. Die durchflusszytometrische Analyse 
zeigte, dass das Co-Expressionsmuster der Oberflächenproteine der isolierten Zellen mit den 
Kriterien für hMSCs übereinstimmte. Es konnte auch nachgewiesen werden, dass die 
isolierten Zellen ein multipotentes Differenzierungspotential besaßen. Es lässt sich daraus 
schlussfolgern, dass die in der vorliegenden Arbeit aus Knochenmark gewonnenen Zellen die 
Charakteristika humaner mesenchymaler Stammzellen erfüllen (Dominici et al. 2006). 
Für die klinische Anwendung der in vitro expandierten humanen Stammzellen ist es 
erforderlich, auf den Einsatz tierischer Wachstumsfaktoren zu verzichten. Bei der Anwendung 
von Kälberserum (FCS) besteht die Gefahr der Übertragung von Infektionserregern des 
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Rindes. Der Kontakt mit dem Tiereiweiß kann außerdem allergische Reaktion auslösen 
(Selvaggi et al. 1997; Mackensen et al. 2000; Horwitz et al. 2002; Tuschong et al. 2002; Muul 
et al. 2003; Gregory et al. 2006). Deshalb wird aktiv nach Alternativen gesucht. Schallmoser 
et al. ersetzten daher das Kälberserum durch humanes Blutplättchen Lysat (human platelet 
lysate, HPL). HPL beinhaltet Wachstumsfaktoren wie z.B. platelet-derived growth factors 
(PDGF), transforming growth factor-β (TGF-β), epidermal growth factor (EGF) und basic 
fibroblast growth factor (bFGF), die Mitogene für hMSCs sind (Marx, et al. 1998; Gruber et 
al. 2002; Gruber et al. 2003; Graziani et al. 2006; Soffer et al. 2004; Dallari et al. 2006; 
Lucarelli et al. 2003; Kilian et al. 2004; Doucet et al. 2005). Durch die Kultivierung der 
hMSCs sowohl in HPL-haltigem Medium als auch in FCS-haltigem Medium wurde 
nachgewiesen, dass das HPL die Proliferation der hMSCs besser als der FCS förderte 
(Schallmoser et al. 2007). Es ließ sich kein Unterschied für den Immunphänotyp und das 
Differenzierungspotenzial zwischen den Zellen in den beiden Medien nachweisen 
(Schallmoser et al. 2007). Die Verwendung von HPL für die Kultivierung von hMSCs macht 
einen Ersatz in der klinischen Praxis möglich. 
 
 
4.2 Biokompatibilität der verschiedenen Biomaterialien für hMSCs 
 
Die Regeneration eines großen Knochendefekts ist auch heute noch eine klinische 
Herausforderung. Die Standardtherapie solcher Defekte ist die autologe 
Knochentransplantation, welche einen zweiten operativen Eingriff bedeutet. Tissue 
Engineering bietet eine Alternative im Rahmen der Knochenregeneration. Aufgrund ihrer 
Eigenschaften eignen sich hMSCs als zelluläre Ressource für das Tissue Engineering. Als 
Zellträger dienen verschiedene Biomaterialien, die die Zelladhäsion und Proliferation sowie 
Zelldifferenzierung unterstützen können. Bevor solche Materialien in vivo verwendet werden 
können, muss zuerst ihre Biokompatibilität in vitro bestimmt werden. In der vorliegenden 
Arbeit wurden zwei Materialien, CeraBall®-Scaffolds und BioGide®-Membranen, auf ihre in 
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4.2.1 Biokompatibilität von CeraBall®-Scaffolds 
 
Beim CeraBall®-Scaffold handelt es sich um ein synthetisiertes kugelförmiges 
Knochenersatz-Material aus einer Mischung von 5% Hydroxylapatit (HA) und 95% 
β-Trikalziumphosphat (TCP). HA ist ein hydroxyliertes Kalziumphosphatsalz. Es bildet den 
Hauptbestandteil der anorganischen Substanz in Knochen. β-TCP ist eine synthetische, 
organische Verbindung. HA und β-TCP werden häufig im Bereich der Knochenregeneration 
verwendet (Tay et al. 1999; Ducheyne et al. 1999; Livingston et al. 2002). Ihre 
Biokompatibilität ist auf ihre chemische und strukturelle Ähnlichkeit mit dem nativen 
Knochen zurückzuführen (Rizzi et al. 2001). 
Hier wurde die Biokompatibilität des CeraBall®-Scaffolds in vitro unter Anwendung der 
hMSCs untersucht. Mittels WST- und MTT-Test konnte festgestellt werden, dass sowohl das 
Scaffold selbst als auch sein Eluat die Proliferation der hMSCs unterstützen konnte. Es ließ 
sich ebenfalls erkennen, dass die Zellen nach längerer Kulturzeit (9 Tage) auch gut auf dem 
Scaffold wachsen konnten. Die Färbung mittels FDA und PI wies auf die Vitalität der im 
Eluat kultivierten Zellen hin. Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten eine 
ausgebreitete Morphologie der Zellen und Zell-Cluster waren ebenfalls zu identifizieren. Ein 
Eindringen der Zellen in die Poren des Scaffolds ließ sich ebenfalls beobachten. Es konnte 
dadurch gezeigt werden, dass das CeraBall®-Scaffold die Proliferation der hMSCs unterstützt. 
Die Porengröße des Scaffolds spielt ebenfalls eine Rolle bei der Unterstützung der 
Zellproliferation (Boden et al. 1999; Ripamonti et al. 2001; Warnke et al. 2009). Die Poren 
des CeraBall®-Scaffolds sind mehr als 100 µm, was die Proliferation von hMSCs fördern 
kann. Dieses Scaffold könnte daher ein hoffnungsvoller Kandidat als Biomaterial für die 
Knochenregeneration sein.  
 
 
4.2.2 Biokompatibilität von BioGide®-Membranen 
 
Die BioGide®-Membran setzt sich aus Kollagen I und III (porciner Ursprung) zusammen. 
Diese native Kollagenmembran kann als Barriere in der gesteuerten Knochenregeneration 
(guided bone regeneration, GBR) dienen. Der Mechanismus der GBR beruht auf der 
Verhinderung des apikalen Wachstums vom Epithel innerhalb des Knochendefekts und der 
Schaffung eines abgeschiedenen Raums, in dem die regenerativen Zellen kolonisieren können 
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(Dahlin et al. 1988; Karring et al. 1993). Das Biomaterial, das als Barriere bei der GBR wirkt, 
sollte zuerst auf seine Biokompatibilität überprüft werden (Gottlow et al. 1993).  
In der vorliegenden Arbeit wurde die Biokompatibilität der BioGide®-Membran in vitro unter 
Anwendung der hMSCs untersucht. Hinsichtlich des LDH- und MTT-Tests konnte festgelegt 
werden, dass die BioGide®-Membran kaum Zytotoxizität besaß.  Die Proliferation der hMSCs 
auf der Membran ließ sich mittels WST-Test bestimmen. Nach 4-tägiger Kultivierung auf der 
Membran wuchsen die hMSCs besser als die Kontrollzellen auf einem Deckglas. Die 
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten eine große Anzahl von Zellen auf der 
Membran und die Zellen verteilten sich flächig. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die 
BioGide®-Membran eine gute in vitro Biokompatibilität für hMSCs aufweist. 
Die native Kollagenstruktur der Membran ist dem humanen Kollagen sehr ähnlich. Diese 
Tatsache könnte erklären, warum hMSCs auf einer BioGide®-Membran so gut wachsen. 
Wegen seiner phylogenetisch konservierten Primärsequenz und seiner helikalen Struktur ist 
Kollagen weniger immunreaktiv (De Lustro er al., 1987). Außerdem wird die 
Kollagenmembran durch die Kollagenase der infiltrierenden Makrophagen enzymatisch 
resorbiert (Tatakis er al., 1999). Zusammengefasst ist es möglich, dass BioGide®-Membranen 
weiter im Rahmen der GBR unter Anwendung der hMSCs in vivo untersucht werden können. 
Zusammengefasst konnte festgestellt werden, dass die in der vorliegenden Arbeit isolierten 
und kultivierten Zellen aus KM den Kriterien für hMSCs entsprachen. Durch die Standard- 
Biokompatibilitätstests konnte geschlussfolgert werden, dass BioGide®-Membranen und 
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5.  Zusammenfassung 
 
Für die Behandlung von Knochendefekten bietet das Arbeitsgebiet des Tissue Engineerings 
eine hoffnungsvolle Strategie im Rahmen der Knochenregeneration. Aufgrund ihrer 
Selbstreplikation und ihres multipotenten Differenzierungspotenzials eignen sich humane 
mesenchymale Stammzellen (hMSCs) als zelluläre Ressource für das Tissue Engineering. In 
den meisten Studien wurden hMSCs aus Knochenmarkaspiraten isoliert und in vitro 
expandiert bevor sie klinisch eingesetzt wurden. Die Isolationsmethoden wie Ficoll-
Dichtegradienten und die magnetische Zellsortierung (Magnetic-Activated Cell Sorting, 
MACS) sind allerdings sehr zeitaufwendig und stark vom Anwender abhängig.  
In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst eine einfachere und schnellere Isolationsmethode 
erfolgreich etabliert. Anhand ihrer Adhäsionseigenschaft an die Plastikoberfläche der 
Kulturflasche wurden hMSCs aus Knochenmarkaspiraten selektiert. Die gewonnenen Zellen 
wurden weiter kultiviert und hinsichtlich ihrer Oberflächenmarker und ihres 
Differenzierungspotenzial charakterisiert. Durch die durchflusszytometrische Analyse konnte 
nachgewiesen werden, dass die isolierten Zellen Oberflächenproteine wie CD105, CD90, 
CD73 und CD29 positiv exprimierten. Es wurde ebenfalls festgestellt, dass die Marker für 
hämatopoetische Zellen wie CD45, CD34, CD14, CD19, 7-AAD sowie das an der 
Immunantwort beteiligte Protein HLA-DR bei den untersuchten Zellen nicht nachweisbar 
waren. Das Ergebnis entsprach dem Expressionsmuster der Oberflächenproteine von hMSCs. 
Andererseits wiesen die isolierten Zellen auf ein osteogenes sowie adipogenes 
Differenzierungspotenzial hin. Es wurde gezeigt, dass mittels der in der Arbeit verwendeten 
Methode hMSCs erfolgreich aus Knochenmark isoliert werden konnten. 
Eine andere Herausforderung des Tissue Engineerings besteht darin, ein geeignetes 
Biomaterial als Zellträger zu finden. Weiterhin wurde deshalb das Wachstumsverhalten von 
hMSCs auf zwei dreidimensionalen Biomaterialien in vitro untersucht. Hinsichtlich des 
BrdU-, MTT-, WST-, LDH-Tests und der Zellvitalitätsfärbung sowie der 
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte festgestellt werden, dass die beiden 
Biomaterialien, das Kalziumphosphat enthaltene CeraBall®-Scaffold und die BioGide®-
Kollagenmembran, die Proliferation der hMSCs in vitro unterstützen konnten. Diese beiden 
Materialien in Kombination mit hMSCs erweisen sich als aussichtsreiche Kandidaten für das 
Tissue Engineering  von Knochen in der Zukunft.  
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7.2  Tabellen 
 
Tab. 1 Die minimalen Kriterien zur Identifizierung von humanen mesemchymalen 
Stammzellen. 
6 
Tab. 2 Schematische Darstellung der Proteinexpression während der osteogenen 
Differenzierung 
9 
Tab. 3 Ansatzschema der durchflusszytometrischen Analyse 20 
Tab. 4 Spenderdaten 32 
 
 




ALP alkalische Phosphatase   
bFGF  basic fibroblast growth factor 
BrdU 5-Brom-2’-Desoxyuridin 
BMP Bone Morphogenic Protein 
BSA bovines Serumalbumin 
BSP Bone Sialoprotein 
bzw. beziehungsweise   
°C Grad Celsius   
ca. circa 
CD Cluster of Differentiaton 
CFU-F Colony-forming unit fibroblasts 
Cy Carbocyanin 
DMSO Dimethylsulfoxid   
ECD Electrochemical 
ECM extrazelluläre Matrix    
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EDTA Ethylendiamintertraacetat 
EGF epidermal growth factor 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
EtOH Ethanol 
FCS fötales Kälberserum (fetal calf serum) 
FDA Fluorescein Diacetate 
FITC Fluorescein-Isothiocyanat   
g Gramm 




HLA humanes Leukozytenantigen (human leucocyte antigen) 
hMSC humane mesenchymale Stammzelle 
HPL humanes Blutplättchen Lysat (human platelet lysate) 
HSC hämatopoetische Stammzelle    
IGF-I Insulin-like growth factor I 
INT 2-(4-Indophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-Phenyltetrazolium 
ISCT International Society for cellular Therapy 
k Kilo (103) 
KM Knochenmark   
l Liter 
LDH Lactate dehydrogenase 
m mili (10-3)   
M Mol / l 
MACS Magnetic-Activated Cell Sorting 
MHC 
 
Haupthistokompatiblitäts-Komplex (major histocompatibility 
complex)   
Min Minute 
MNC mononukleäre Zelle   
mol 6,022 x 1023 Teichen (Avogadro-Zahl) 
MSC mesenchymale Stammzelle 
MTT 3-(4, 5-Dimethyl-2-Thiazolyl)-2, 5-Diphenyl-2H- 
Tetrazoliumbromid 
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NAD+ Nicotinamidadenindinukleotid 
NK-Zelle natürliche Killerzelle 
OD Optische Dichte 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PDGF platelet-derived growth factors (PDGF) 
PE Phycoerythrin   
PI Propidium Iodide 
rpm rotations per minute   
RT Raumtemperatur   
Runx2 Runt-releated transcription factor 2 
Sox9 SRY-box 9 
SRY Sex determining region Y 
Tab. Tabelle 
TCP Trikalziumphosphat 
TGF-β1 Transforming growth factor-β1 
TMB Tetramethylbenzidin    
Tris   Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 





µ mikro (10-6)   
 
 




Alizarin Red S Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
α-MEM M4526 (Minimum Essential Medium Eagle) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
β-Glycerolphosphat   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Dexamethason Ingelheim, Heidelberg 
Dimethysulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Eosin Merck, Darmstadt 
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Fötales Kälberserum (FCS) Perbio, Bonn 
Fixative Solution Beckman Coulter, USA 
Fluorescein Diacetate (FDA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Glutaraldhyd Merck, Darmstadt 
Hoechst-33342 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Indomethacin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Insulin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Intratect Biotest, Dreieich 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Kalziumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Kristall-Violett-Lösung (3 g / l) Merck, Darmstadt 
L-Ascorbinsäure-2-Phosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
L-Glutamin    Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
1-Methyl-3-Isobutylxanthin   Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Mounting Medium Biomeda Corporation, USA 
Oil Red O Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Paraformaldehyd   Merck, Darmstadt 
PBS (Phosphate Buffered Saline)    PAA, Österreich 
Penicillin / Streptomycin (Pen / Strep) Biochrom, Berlin 
Propidium Iodide (PI) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Salzsäure (HCL) Merck, Darmstadt 
Schwefelsäure (H2SO4) Merck, Darmstadt 
Silbernitrat Merck, Darmstadt 
Triton X-20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trypanblau Gibco, Eggenstein 
Trypsin / EDTA   Biochrom, Berlin 
Tween-20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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7.4.2 Verbrauchsmaterial 
 
Einfrierröhrchen (1,8 ml, steril) Sarstedt, Nümbrecht 
Gewebekulturflasche (75 cm2) Sarstedt, Nümbrecht 
Gewebekulturflasche (225 cm2) Nunc, USA 
Gewebekulturplatten (6-, 24-, 96-Loch Platten, steril) Nunc, USA 
Kunststoffröhrchen für Durchflusszytometrie Sarstedt, Nümbrecht 
Parafilm Pechiney, USA 
Petrischalen (60 x 15 mm)    Sarstedt, Nümbrecht 
Pipetten (10 ml, 25 ml, steril) Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen (10 µl, 200 µl, 1000 µl, gestopft) Sarstedt, Nümbrecht 
Polypropylenröhrchen (15 ml und 50 ml, steril) Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße (1,5 ml) Eppendorf, Hamburg 
Sterilfilter (0,2 µm) Whatman, USA 





Automatisch Zellzähler: Sysmex KX-21N Sysmex, Norderstedt 
Brutschrank Heraeus, Hanau 
Critical Point Dryer: K850 Emitech, USA 
Durchflusszytometer Beckman Coulter, USA 
Magnetrührer IKA Labortechnik, Staufen 
Mikroskope  
     Lichtmikroskop        Leitz Wetzler, Glücksburg 
     Fluoreszenzmikroskop Nikon, Japan 
Neubauer-Zählkammer: 0,1 mm x 0,0025mm2 Laborcenter, Nürnberg 
pH-Meter: CG 840 Schott, Mainz 
Pipettierhilfe Brand, Weltheim 
Rasterelektronenmikroskop: XL 30CP Philips Electro Optics, Kassel 
SCD 500 device CAL-Tec, UK 
Spectrophotometer Molecular Devices, USA 
Wasserbad: Julabo U3 Julabo Labortechnik, Seelbach
                                                                                                                                          Anhang                                                                                                                      79 
Vortexer: Vortex Genie 2 Bender&Hobein, Schweiz 
Zentrifugen  
     Megafuge 1,0R Heraeus, Hanau 





LDH Detection Kit         Roche, Mannheim 
MTT Cell Proliferation Kit Roche, Mannheim 
Cell Proliferation ELISA, BrdU    Roche, Mannheim 





Antikörper zur Immunfluoreszenzfärbung 
 
Alexa Mouse 488                   Molecular Probes, USA 
Monoklonal Anti-Vinkulin     Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
 
 
Antikörper für die durchlfusszytomerischen Analyse: 
 
   Antikörper Gekoppelte Fluoreszenz    Ursprung Firma 
        IgG1           FITC      Mouse Beckman Coulter, USA 
        IgG1           PE      Mouse Beckman Coulter, USA 
        IgG1           PC5      Mouse Beckman Coulter, USA 
        IgG1           PC7      Mouse Beckman Coulter, USA 
        IgG1           ECD      Mouse Beckman Coulter, USA 
       CD90           FITC      Mouse Beckman Coulter, USA 
       CD19           FITC      Mouse Beckman Coulter, USA 
       CD29           FITC      Mouse Beckman Coulter, USA 
       CD105                  PE      Mouse Beckman Coulter, USA 
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       CD73           PE      Mouse Beckman Coulter, USA 
       7-AAD           PC5      Mouse Beckman Coulter, USA 
       HLA-DR           PC5      Mouse Beckman Coulter, USA 
       CD14           PC5      Mouse Beckman Coulter, USA 
       CD34           PC5      Mouse Beckman Coulter, USA 
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